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1.1. OPREDELITEV PROBLEMA  
Glioblastom multiforme (GBM) je najbolj maligen primarni možganski tumor. Zaradi 
difuzne infiltracije posameznih celic v zdravo možgansko tkivo popolna kirurška 
odstranitev ni mogoča, GBM pa je zaradi heterogenosti celic in tumorja samega odporen 
tudi na kemoterapijo in radioterapijo (Theeler in Groves, 2011). Slaba prognoza in kratka 
doba preživetja bolnikov sta vzrok številnih raziskav, katerih izsledki vodijo k odkritju 
uspešnejših terapevtskih pristopov pri zdravljenju GBM. Obetavne rezultate biološkega 
transportnega sistema prenosa učinkovin v GBM kažejo mezenhimske matične celice, ki 
izražajo tropizem do GBM (Bexell in sod., 2010), kjer s celicami GBM tvorijo 
funkcijonalni in strukturni sincicij, ki vpliva na invazijo obeh vpletenih tipov celic 
(Schichor in sod., 2012).  
 
1.2. NAMEN DELA 
Namen našega dela je bil raziskati medsebojni vpliv celic GBM U373 in humanih 
mezenhimskih matičnih celic izoliranih iz kostnega mozga (MSC), pri čemer smo se 
osredotočili na cisteinske proteaze: katepsine B, K in L in kalpaina 1 in 2. Zanimalo nas je 
ali gojenje obeh celičnih tipov v neposrednem stiku povzroči spremembe v izražanju teh 
proteaz. To smo želeli raziskati na transkriptomskem in proteinskem  nivoju izražanja v 
celicah U373 in MSC.  
 
1.3. DELAVNE HIPOTEZE 
I. Celice U373 imajo večji proliferacijski potencial od MSC, kar bomo dokazali z 
merjenjem rasti monokultur in so-kultur U373 in MSC.  
 
II. Vrednost mRNA izbranih proteaz v so-kulturi celic U373 in MSC se bo razlikovala 
od vrednosti mRNA monokultur U373 in MSC.  
 
III. Z metodo imunocitokemije s specifičnimi protitelesi za izbrane proteaze bomo 
zaznali izražanje izbranih proteaz v celicah U373 GBM. 
  
IV. Izražanje proteaz na proteinskem nivoju v celicah U373 in MSC v so-kulturi in 
monokulturi se bo razlikovalo.  
 
V. Med celicami U373 in MSC obstaja korelacija med količino izražane mRNA in 
količino sintetizirane proteaze. 
2. PREGLED OBJAV 
2.1. GLIOBLASTOM MULTIFORME 
Skupino gliomov višje stopnje (high grade glioma – HGG) sestavljata dve vrsti tumorjev: 
anaplastični astrocitom (AA), opredeljen kot WHO stopnje III in glioblastom multiforme 
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(GBM), opredeljen kot WHO stopnje IV. Slednji je najpogostejša možganska neoplazma, 
značilna po svoji difuzni infiltraciji posameznih tumorskih celic v okoliško zdravo tkivo, ki 
vodijo v ponovitev bolezni navkljub obsežni kirurški odstranitvi primarne tumorske mase. 
Povprečno preživetje GBM pacientov, zdravljenih z multimodalnimi pristopi, je tako le 
okoli 15 mesecev (Theeler in Groves, 2011). GBM se lahko razvije iz celic astrocitov, ki v 
centralnem živčevju podpirajo nerone in jih oskrbujejo s hranili. Zadnje raziskave pa 
kažejo, da je izvorna celica gliomov lahko tudi nevralna progenitorska celica (GSC) (Galli 
in sod., 2004). Značilnosti GBM so: gostocelično tkivo s pseudopalisadnimi področji, 
jedrnimi polimorfizmi, mitozami, nekrozami in pogostimi proliferacijami žilja, ter 
heterogenost, značilna tudi za druga maligna tkiva (Aldape in sod., 2015). Posebnost GBM 
je širjenje preko možganskega prečnika (korpusa kalosuma) v drugo možgansko hemisfero 
in migracija celic GBM vzdolž možganskih struktur, kot so možganska ovojnica, žile, 
nevroni, epedimalna in bela vlakna (Lowenstein in sod., 2015). Incidenca obolenja za 
GBM v Združenih državah Amerike je 3,1/100.000 prebivalcev letno (Thakkar in sod., 
2014). GBM najpogosteje nastane med 45. in 70. letom starosti, nastane pa lahko tudi pri 
otrocih. Pri mlajših bolnikih se GBM razvije iz astrocitoma preko  anaplastičnega 
astrocitoma (WHO grade II, III) v  sekundarni GBM,  pri starejših pa zaznamo le primarno 
obliko GBM (de novo) (Aldape in sod., 2015; Obrez in sod., 2012).  
 
Strokovnjaki skupine TCGA  (angl. The Cancer Genome Atlas Network - TCGA) 
razvrščajo glioblastom na štiri podvrste: proneuralno, neuralno, klasično in mezenhimalno 
podvrsto. Razvrstitev temelji na izražanju genov, somatskih mutacijah in številu kopij 
DNA posamezne podvrste: 
1. Za proneuralno podvrsto GBM so značilne genetske mutacije v tumor-
supresorskem proteinu (TP53), izocitrat-dehidrogenazi-1 (IDH1) in v trombocitnem 
rastnem faktorju (PDGFR), ki se izraža v neobičajno visokih koncentracijah le pri 
pronevronalni podvrsti. Bolniki s proneuronalno podvrsto GBM so mlajši od 
bolnikov z drugimi podvrstami. Kljub agresivnem zdravljenju pa ti bolniki v 
povprečju nimajo daljše dobe preživetja od bolnikov s proneuronalnim GBM, ki 
terapije niso prejeli. 
 
2. Za klasično podvrsto GBM je značilen visok nivo izražanja receptorjev 
epidermalnega rastnega dejavnika (EGFR), pri čemer je izražanje gena TP53 
normalno, produkt slednjega pa ni mutiran. Bolniki klasičnega GBM imajo 
najdaljše preživetje. 
 
3. Za mezenhimsko podvrsto GBM so značilne pogoste mutacije tumor-zaviralnih 
genov: nevrofibromatozni gen tipa 1 (NF-1), fosfatazni, tenzinski homolog (PTEN) 
in TP53. Pacientom z mezenhimskim podtipom se z agresivnim  zdravljenjem 
preživetje podaljša. 
 
4. Za nevronalno podvrsto velja, da so mutacije v istih genih kot pri ostalih 
podvrstah. V povprečju so pacienti z nevronalnim podtipom GBM najstarejši 
pacietni. Tudi po agresivnem zdravljenju znatnega podaljšanja preživetja ni.  
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Vključitev biomarkerjev in novih načinov slikanja v zdravljenje GBM je nujno za 
učinkovitejše in bolj individualno zdravljenje v prihodnosti (Verhaak, 2010). 
 
2.2. MATIČNE CELICE  
Matične celice so nediferencirane celice, ki so sposobne samoobnavljanja preko 
nesimetričnih delitev in diferenciacije v bolj specializirane celice. Po sposobnosti 
diferenciacije jih delimo v skupine totipotentnih, pluripotentnih, multipotentnih, 
oligopotentnih in unipotentnih celic. Pri sesalcih poznamo dva tipa matičnih celic: 
embrionalne matične celice (embrional stem cells - ESC) in postnatalne oz. somatske 
matične celice (angl. adult stem cells - ASC). ESC obstajajo le v notranji masi blastociste 
4-5 dni po oploditvi in so edine pluripotentne celice, ki so sposobne diferenciacije v celice 
vseh treh zarodnih plasti – endoderm, mezoderm in ektoderm. Somatske matične celice pa 
so v večji meri že delno diferencirane, multipotentne celice, ki se nahajajo v t.i. tkivnih 
'nišah' po celotnem telesu, kjer so odgovorne za obnavljanje poškodovanega tkiva 
(Sylvester in Longaker, 2004). Pred kratkim so odkrili, da lahko nekatere somatske 
matične celice reprogramiramo, da postanejo podobne embrionalnim matičnim celicam s 
pluripotentnimi lastnostmi (angl. Induced pluripotent stem cells – iPSCs), z indukcijo 
izražanja le štirih embrionalnih genov, ki vzdržujejo lastnosti ESC (Yu in sod., 2007). 
 
2.2.1. Mezenhimske matične celice (MSC) 
Mezenhimalne matične oz. stromalne celice (MSC) so multipotentne progenitorske celice, 
ki se pritrjajo na podlago in imajo morfologijo fibroblastov (D'souza in sod., 2012). 
Vzdržujejo samoobnavljanje s proliferacijo ter imajo sposobnost diferenciacije v različne 
celične vrste (maščobne, kostne, hrustančne in mišične celice) in ne zgolj v linije celic 
tkiva lastnega izvora, kar imenujemo plastičnost celic (Rožman in sod., 2005). Čeprav so 
MSC lahko izolirane iz vseh tkiv, jih v večjem številu pridobivajo iz pulpe zob, dlesni, 
popkovnične krvi, Wharton-ove žolice, placente, kostnega mozga in adipoznega tkiva 
(D'souza in sod., 2012). 
MSC nimajo zanje specifičnega označevalca na membrani celice, zaradi česar jih 
definiramo s številnimi različni označevalci. Med MSC, ki izvirajo iz različnih tkiv 
obstajajo razlike, zaradi česar je komite Mezenhimskih in tkivnih matičnih celic 
mednarodne skupnosti za celično terapijo (Dominici in sod., 2006) predlagal 3 minimalne 
kriterije za definiranje MSC: 
1. sposobnost pritrjanja na plastično podlago,  
2. vsaj 95% prisotnost specifičnih mezenhimskih antigenskih označevalcev (CD): CD73, 
CD90 in CD105 in vsaj 95% pomanjkanje hematopoetskih in endotelnih antigenskih 
označevalcev: CD34, CD45, CD14, CD31, vWF.  
3. Sposobnost diferenciranja v osteoblaste, hondroblaste in adipocite in vitro. 
MSC v in vitro pogojih spremenijo svojo morfologijo in proliferacijski potencial. V 
optimalnih pogojih gojenja MSC rastejo kot monosloj. Z naraščanjem gostote, se celice 
vzporedno orientirajo in rastejo v snopih do konfluentne rasti, ko se proliferacija upočasni 
ali ustavi zaradi kontaktne inhibicije (Motaln in sod., 2010). Bonab in sod. (2006) so 
ugotovili, da se MSC optimalno delijo do 9 pasaže, po 10 pasaži pa vedno večji delež celic 
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v kulturi preide v senescenco zaradi kritičnega skrajšanja  telomer. Kadar MSC gojimo v 
pogojih z nizkim parcialnim tlakom kisika, kakršne najdemo v tumorju, celice zaobidejo 
kontaktno inhibicijo in prično rasti v 3D plasteh in pri tem ostanejo v nediferenciarnam 
stanju, proliferacijska hitrost pa je 30-krat hitrejša kot v normalnih pogojih rasti (Motaln in 
sod., 2010). 
 
2.2.1.1. Uporaba mezenhimskih matičnih celic v zdravljenju 
GBM ostaja neozdravljiv zaradi odpornosti celic na kemoterapijo in infiltrativnega 
razširjanja izven primarne tumorske mase, zaradi česar je popolna kirurška odstranitev 
nemogoča. Cilj raziskovalcev je razviti specifični dostavni sistem proti-tumorskih 
učinkovin za celice GBM, z manjšimi stranskimi učinki na zdrave celice in možnim 
prehajanjem preko krvno-možganske bariere. MSC imajo vse potrebne lastnosti, da bi 
služile kot dostavni sistem učinkovin (D'souza in sod., 2012): 
 enostavna in etično nesporna izolacija in uporaba, 
 sposobnost diferenciacije v številne funkcionalne celične tipe mezenhimskega 
izvora, 
 so hipoimunogene (zavirajo imunski odziv organizma), 
 protivnetno delovanje, 
 izražajo tropizem do tumorja (migrirajo do tumorja), 
 so robustne in odporne na nizek parcialni tlak kisika in radioterapijo, 
 enostavna genetska manipulacija, 
 dinamičen odziv na spremembe v tumorju, 
 širok spekter delovanja/vplivanja na tumorsko mikrookolje.  
Številne raziskave z MSC kot dostavnim sistemom kažejo obetavne rezultate tudi za 
klinično uporabo pri glioblastomih (Stuckey in sod., 2015; Uchibori in sod., 2009; Li in 
sod., 2011).  
 
2.3. TUMORSKO MIKROOKOLJE 
Tumor vsebuje poleg rakavih še številne druge celice, kot so celice žilja, imunskega 
sistema, fibroblaste, adipocite in zunajcelični matriks (angl. Extracellular matrix - ECM). 
Tumorske celice rekrutirajo ne-rakave celice iz bolj oddaljenih mest v svojo neposredno 
bližino, kjer tvorijo tumorsko stromo oz. tumorsko mikrookolje (angl. tumor 
microenvironment - TME). Komunikacija med tumorskimi in stromalnimi celicami poteka 
na več načinov: preko medceličnih stikov, s parakrinim izločanjem signalnih molekul, 
preko izmenjave miRNA in eksosomov, itd. Tumorsko mikrookolje podpira proliferacijo 
in migracijo rakavih celic in vzpodbuja odpornost tumorskih celic proti imunsken sistemu 
(D'souza in sod., 2012). 
 
2.3.1. Mezenhimske matične celice v tumorskem mikrookolju 
Rakave celice z izločanjem citokinov in kemokinov privabljajo MSC, ki iz niš različnih 
delov telesa sledijo kemijskemu gradientu do tumorja. Številni kemokin-receptorski pari, 
vključno z dejavnikom matičnih celic/receptorjem (SCF/c-Kit) (Binder in Berger, 2002), 
Burjek M. Izražanje genov proteaz v sogojenih mezenhimskih matičnih celicah in glioblastomskih celicah.                                            
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017             5 
 
  
monocitnim kemoatraktantskim proteinom-1/receptorjem (MCP-1/CCR2), žilno 
endotelnim rastnim dejavnikom/receptorjem (VEGF/VEGFR), hepatocitnim rastnim 
dejavnikom/receptorjem (HGF/c-Met), stromalnim dejavnikom 1/receptorjem (SDF-
1/CXCR4) in adhezijskimi molekulami, kot so integrini-ß1, -ß2 ter I-selektin, posredujejo 
gibljivost (migracijo) MSC do poškodb v normalnem tkivu in do tumorjev. Migracijo in 
vključitev MSC celic v primarno ali metastatsko tumorsko mikrookolje so potrdili pri vseh 
vrstah raka (Hong in sod., 2014).  
MSC v TME izločajo številne rastne faktorje, citokine in kemokine. Osnovni profil 
izločanja citokinov je med MSC različnega izvora podoben in se razlikuje le v 
koncentracijah, ki so odvisne tudi od načina rasti v kulturah: agregati ali sferoidi MSC npr. 
izločajo višje koncentracije signalnih proteinov od monoslojev (Motaln in sod., 2010). 
MSC v TME lahko zavirajo ali pospešujejo napredovanje raka, saj pospešujejo tumorsko 
ožilje preko neposredne diferenciacije v pericite, gladke mišične celice in endotelijske 
celice, z izločanjem in delno razgradnjo ECM (D'souza in sod., 2012), z regulacijo 
parakrine aktivnosti endotelijskih celic (Hong in sod., 2014) in z izločanjem številnih 
rastnih dejavnikov. Ti procesi  pospešujejo nastanek ožilja in pospešujejo rekrutiranje 
endotelijskih celic in njihovih progenitorskih celic v tumor (D'souza in sod., 2012). MSC 
imajo imunoregulatorne sposobnosti in znižujejo (supresirajo) vnetne procese z zaviranjem 
gostiteljevega imunskega odziva in preprečevanjem brazgotinjenja. Imunski sistem 
zavirajo  preko inducibilnih topnih dejavnikov, kot so tumor-nekrotirajoči dejavnik alfa 
(TNF-α), interlevkin 1α in 1β (IL-1α, IL-1β), interferon gama (IFN-γ), indolamin pirol 2,3 
dioksigenaza (IDO) in prostaglandin E2 (PGE2) (Hong in sod., 2014 ).   
Z diferenciacijo MSC v tumorju poleg pericitov nastajajo tudi s tumorjem povezani 
fibroblasti (angl. Tumor associated fibroblasts - CAF's), ki se aktivirajo in prevzamejo 
značilnosti miofibroblastov. Ustvarjajo optimalne pogoje za proliferacijo in preživetje 
epitelnih celic v karcinomih ter preoblikujejo ECM, kar omogoča invazijo tumorskih celic 
(Gandellini in sod., 2015). 
 
2.3.2. Mezenhimske matične celice v glioblastomu multiforme 
Klopp in sod. (2011) so pokazali, da vpliv MSC na tumorske celice še ni dovolj raziskan. 
Ni namreč jasno ali MSC spodbujajo ali zavirajo rast in razvoj tumorskih celic oz. tumorja. 
Nakamura in sod. (2004) so dokazali, da so MSC sposobne potovanja do gliomov in vivo. 
Ko so nativne MSC celice injicirali lokalno v tumor miši ali v desni bazalni ganglij, so vse 
MSC  potovale do glioma  in se vanj vključile. Večino injiciranih MSC so našli na meji 
med tumorjem in zdravim tkivom, del pa se jih je infiltriral v parenhim. MSC so izsledile 
tudi posamezne GBM celice izven primarne tumorske mase. Tudi po intratumorski 
inokulaciji MSC v možgane miši, v nasprotno možgansko hemisfero od tumorja, so MSC 
migrirale preko prečnika (angl. corpus calozum) v tumor.  
V direktnih so-kulturah so Schichor in sod. (2012) dokazali, da MSC s celicami GBM 
tvorijo stukturni in funkcionalni sincicij, kar vpliva na proliferacijo, apoptozo in invazijo 
obeh vrst celic. V indirektnih so-kulturah pa gre le za parakrino medsebojno delovanje 
MSC in GBM, kjer interakcije med MSC in GBM posreduje CCL2/MCP-1. Analiza 
izražanja genov MSC in celic GBM, ki so rasle v indirektni so-kulturi, je potrdila 
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spremenjeno izražanje 519 genov v MSC celicah in 321 genov v celicah GBM. Največje 
spremembe v celicah GBM so bile opažene pri genih, vpletenih v rast in proliferacijo celic, 
adhezijo in mobilnost celic in senescenco oz. apoptozo. Pri celicah MSC pa so bile 
največje spremembe izražanja opažene v genih, ki sodelujejo pri spremembah imunskega 
odziva, adheziji in mobilnosti celic, angiogenezi  in apoptozi, avtofagiji (Motaln in sod., 
2012).  
MSC izločajo nevtrofične dejavnike, vključno z živčnim rastnim dejavnikom (angl. Nerve 
growth factor - NGF), ki sproži diferenciacijo GBM celic in zavira njihovo rast in vitro 
(Nakamura in sod., 2004). Gliomske celice v direktni so-kulturi z MSC spremenijo svojo 
morfologijo v celice s sploščenim telesom ter z velikim in sploščenim jedrom. Povečanje 
celice je posledica senescence celic GBM, ki so jo Ho in sod. (2013) dokazali tudi in vivo, 
z beta galaktozidaznim testom. 
Vpliv MSC na rast tumorjev in vivo je odvisen od številnih dejavnikov (Klopp in sod., 
2011):  
 od koncentracije kisika v tumorskem tkivu - hipoksije okolja, 
 prisotnosti drugih stromalnih celic, 
 sestave ECM, 
 starosti bolnika, 
 stanja organizma,  
 števila apliciranih MSC, 
 časa pri katerem MSC apliciramo v tumorsko mikrookolje, npr. prisotnost MSC pri 
zgodnjih fazah tumorigeneze pospešuje in spodbuja procese, potrebne za nastanek 
tumorja, 
 raznolikosti MSC izolatov donorjev in rakavih bolnikov,  
 heterogenosti tumorskih celic (Breznik in sod., 2017). 
 
2.4. INVAZIJA 
GBM celice imajo sposobnost infiltrativne invazije v možgansko tkivo (Zhang in sod., 
1998). Migracija glialne celice je odziv na gradient kemokinov, rastnih faktorjev ali ECM 
fragmentov, ki se nahajajo v tumorskem mikrookolju. Celično okolje (sestava, gostota, 
togost in 3D orientacija component ECM) močno vpliva na način migracije in njeno 
učinkovitost (Friedl in Wolf, 2009). ECM možganskega tkiva sestoji iz lektikanov (družina 
proteoglikanov), na katere se vežeta tenascin ali hialuronska kislina (Ruoslahti, 1996). V 
možganskem ECM je tudi nekaj fibrilarnih proteinov, med katerimi je najbolj pogost 
laminin, manj pa fibronektin in nekatere vrste kolagena (Hu in sod., 2008). Za celice GBM 
je značilen mezenhimski način gibanja, ki temelji na proteolizni razgradnji ECM. Pri tem 
načinu migracije so celice polarizirane in imajo vretenasto morfologijo, ki je podobna 
fibroblastom. Morfološko so invadopodiji lahko zelo raznoliki (lamelipodiji, pseudopodiji, 
filopodiji). Strukturno jih podpirajo aktinski filamenti, ki se povezujejo z adaptorskimi in 
strukturnimi proteini in omogočajo njihov nastanek (Friedl in Wolf, 2003). Invadopodiji 
celice se ob stiku z ECM stabilizirajo in zasidrajo s fokalnimi stiki ter tvorijo mehansko 
povezavo med intraceluclarnimi aktinskimi vlakni, preko katerih se prenašajo mehanska 
sila in regulatorni signali med zunanjostjo in notranjostjo celice (Wolf in Friedl, 2009). 
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Proces nastanka fokalnih stikov zahteva aktivacijo integrinov in rekrutiranje strukturnih 
signalnih komponent do nastajajoče povezave. Na molekularnem nivoju polariziranost 
celice temelji na fokalni lokalizaciji določenih transmembranskih signalnih proteinov 
integrinov, ki se vežejo na protein ECM in obenem aktivirajo kompleks FAK (angl. focal 
adhesion kinase) na invadopodijih celice. Fosfolipid PIP3 (angl. phosphatidylinositol 
(3,4,5)-trisphosphate), aktivirana Rac GTPaza in kontrolni protein celičnega cikla (angl. 
cell division control protein – CDC42) tako najdemo na invazivnem koncu celice. Na 
nasprotnem, neinvazivnem koncu celice, imenovanem rep, pa so Rho GTPaze, ki 
omogočajo usmerjen transport veziklov, razporejajo orientiranost mikotubulov in 
lokalizacijo MTOC in Golgijevega aparata na invazivnih invadopodijih (Ridley, 2003). Na 
mestu fokalnih stikov prihaja do kontaktno-odvisne proteolize, ki je topografsko 
kontrolirana razgradnja ECM proteinov v neposredni bližini celične površine. Nepopolno 
razgrajeni proteini, ki nastanejo zunaj celice, z endocitozo vstopijo v celico in se dokončno 
razgradijo v lizosomih (Wolf in Friedl, 2011). Energija (ATP), omogoči premik celice v 
smeri razgrajenega ECM. Krčenje stresnih vlaken omogoča miozin II, ki ga regulirata G-
protein Rho in njegov efektor, ki je z Rho povezana serin/threonin kinaza (ROCK). 
Regulacijo kontraktilnih vlaken uravnava miozinska kinaza MLCK (Friedl in Wolf, 2003). 
Zadnja faza migracijskega cikla je prekinitev fokalnih stikov in porušitev aktinskih 
filamentov na repu celice. Proces je uravnan s signalnimi potmi, ki vključujejo 
Src/FAK/ERK, Rho, miozin II, kalcij, kalcineurin, kalpaine in dostavo komponent z 
mikrotubuli (Ridley, 2003). Citoplazemske proteaze cepijo fokalne integrinske stike celice 
in jih s tem slabijo do meje, ko se prekinejo ali raztrgajo. Raztrganje fokalnih stikov zaradi 
sile povzroči, da celice za sabo v ECM vrzeli pustijo integrinske sledi, proteolitska 
prekinitev pa povzroči internalizacijo integrinov in transport fragmentov v endosomih na 
prednji del celice ali proteolitsko razgradnjo za recikliranje. Hitrost takšnega potovanja 
celice je 0,1 – 2 µm/min (Friedl in Wolf, 2003). 
Terapevtsko selektivno zaviranje proteaz, ki naj bi zmanjševalo invazijo rakavih celic in 
metastaziranje, ni učinkovito, ker rakave celice pomanjkanje/zaviranje ene vrste proteaze 
kompenzirajo z aktivnostjo drugih vrst proteaz (Glas in sod., 1998). Še več, ugotovili so, 
da proteazni inhibitorji, ki zavirajo več proteaz naenkrat, povzroči, da celica spremeni 
obliko in zavzame ameboidni tip migracije (Friedl in Wolf, 2003). Celice imajo torej na 
voljo mehanizme gibanja, ki niso odvisni od proteaz (Wolf in Friedl, 2011), ampak znatno 
od narave ECM, zaradi česar se tudi splošni inhibitorji metaloproteaz niso izkazali za 
učinkovite v protirakavi terapiji (Coussens in sod., 2002). 
 
2.5. PROTEAZE 
Proteaze, imenovane tudi proteinaze ali peptidaze, predstavljajo družino 
proteolitično/encimsko aktivnih proteinov, ki so hierarhično razporejeni v družine na 
podlagi homologij primarne strukture (Verbovšek in sod., 2015). Velikost proteina in 
njegova konformacija je posledica evolucije prilagajanja razmeram v kompleksnih 
organizmih (spremembe v pH, temp., reducirajoče okolje) in je ključ za prileganje 
substratom. Proteaze se nahajajo znotrajcelično, kjer razgrajujejo presežne ali poškodovane 
peptide oz. peptide, ki v celico pridejo z endocitozo. Nahajajo pa se tudi zunaj celice, 
izločene z eksocitozo in na membrani celice. Proteaze se sintetizirajo kot neaktivni oz. 
delno aktivni cimogeni, ki se aktivirajo s hidrolizno cepitvijo z drugo proteazo ali s 
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spremembo v konformaciji, ki izpostavi aktivno mesto proteaze. Pri nekaterih proteazah se 
aktivacija zgodi avtokatalitsko (Koblinskia in sod., 2000). Proteolizna aktivnost proteaz 
vodi v delno ali celovito  razgradnjo proteinskih substratov. Primarna vloga proteaz je bila 
dolgo zgolj razgradnja pri prebavi hrane in razgradnja presežnih ali poškodovanih celičnih 
proteinov. Danes vemo, da lahko proteaze substrat z delno razgradnjo aktivirajo, da vstopi 
v nadaljnje reakcije kot signalne molekule, ki vodijo v specifičen biološki odgovor. 
Proteaze so tesno povezane s kinaznimi signalnimi potmi in citokini, kar še doda h 
kompleksnim signalnim mrežam, ki so ključne tudi pri kancerogenezi. Očitno je, da 
degradom kot mreža interakcij med proteazami, njihovimi zaviralci in substrati, ni 
naključen nabor proteolitskih encimov, ampak visoko organizirano sosledje dogodkov, kar 
imenujemo proteazno signaliziranje (Turk in sod., 2012a). Takšno signaliziranje je 
posebno zato, ker je enosmerno. Proteaze so pomembne v regulaciji številnih fizioloških 
procesov, kot so  proliferacija celic, celična smrt, preurejanje tkiva, regulacija pro-encimo, 
pro-hormonov, aktivacija receptorjev, homeostaza, celjenje ran, imunski odziv, 
procesiranje kemokinov in citokinov. Ker je proteoliza ireverzibilen proces, so signalne 
poti in procesi, v katerih proteaze sodelujejo, nujno strogo regulirane. Proteaze so tako 
regulirane na številnih nivojih: prisotnost in izražanje genov, post-transkripcijske ter post-
translacijske modifikacije in epigenetsko (Wilkinson in sod., 2015). Proces je reguliran 
tudi z interakcijo z endogenimi proteaznimi zaviralci; npr. cistatin pretežno zavira 
cisteinske proteaze, serpini delujejo proti serinskimi proteazami, tkivni zaviralci 
metaloproteaz (TIMPs) pa ciljajo metaloproteaze. Kadar se ravnovesje med proteazami in 
inhibitorji podre, nastopijo patološke spremembe, kot so spremenjeno signaliziranje, 
spremenjena aktivnost citokinov, neoangiogeneza, preoblikovanje tkiva, migracija celic in 
apoptoza. Spremembe v izražanju in aktivnosti proteaz pogosto vodijo do bolezenskih  
stanj, kot so vnetja, nevrodegenerativne in srčno-žilne bolezni, virusne okužbe, 
arteroskleroza, osteoporoza in rak. Zato so proteaze v zadnjih nekaj letih postale zanimive 
kot terapevtske tarče pri zdravljenju (Turk, 2006).  
Znano je, da je proteoliza  vključena v številne procese, značilne za napredovanje raka, kot 
sta jih opisala Hanahan in Weinberg (2011). Pri invaziji raka sodelujejo proteaze vseh 
štirih glavnih skupin: metaloproteaze, serinske, cisteinske ter aspartatne proteaze (Lah in 
sod. 2006; Olson in Joyce, 2015). Metaloproteaze in cisteinske proteaze se nahajajo tudi v 
centralnem živčevju (Binder in Berger, 2002) in neoplazmah, kot so gliomi (Levičar in 
sod., 2003; Verbovšek in sod., 2014).  
 
2.5.1. Kalpaini  
Kalpaini so edinstvene proteaze, ki so jih prvič identificirali v citosolni frakciji podganjih 
možganov (Guroff, 1964). Ime so dobili po strukturni homologiji katalitične domene s 
papainsko družino cisteinskih proteaz in po aktivaciji, ki je odvisna od kalcija (Carragher 
in Frame, 2002). V družino kalpainov spada 15 izooblik proteina, ki jih na podlagi zgradbe 
osnovne domene razvrstimo med klasične kalpaine (kalpain 1, 2, 3, 8, 9, 11, 12, 13, 14) in 
ne-klasične oz. tkivno specifične kalpaine (kalpain 5, 6, 7, 10, 15, 16) (Ono in Sorimachi, 
2012). Kalpain 1 in 2 sta predstavnika klasičnih kalpainov in heterodimera iz različne večje 
(78-80 kDA) katalitične podenote in enake male (29 kDA) regulatorne podenote. 
Katalitična podenota je sestavljena iz štirih domen (dI – dIV), regulatorna podenota pa iz 
dveh domen (dV – dVI). Domeni dIV in dVI sta domeni z motivi EF-roke in mesto vezave 
kalcija. Vezava kalcija povzroči konformacijske spremembe v obeh podenotah kalpaina in 
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njuno dimerizacijo. Dimerizacija povzroči nastanek vodikovih vezi med dI in dII domeno, 
ki vodi v izpostavitev katalitične triade (Cys-His-Arg) oziroma aktivnega mesta (Korchid 
in Ikura, 2002). Kalpaina 1 in 2 najdemo v večini celic sesalcev v citosolu, plazemski 
membrani, kalveolah in medmembranskem mitohondrijskem prostoru (Storr in sod., 2011). 
Regulacija aktivnosti je prostorsko in časovno učinkovita in poteka na tri načine: z dvigom 
znotrajcelične koncentracije kalcija, s fosforilacijo in endogenim zaviralcem - inhibitorjem 
kalpastatinom. Kalpain 1 potrebuje za svojo aktivacijo mikromolarne koncentracije kalcija, 
zato se imenuje tudi µ-kalpain, medtem ko kalpain 2 potrebuje milimolarno koncentracijo 
in se imenuje m-kalpain. Posebna značilnost kalpainov je delna proteoliza, saj je cepitev 
substrata omejena in vodi v nastanek stabilnih fragmentov. Danes vemo, da je kalpainsko-
posredovana proteoliza udeležena pri signalizaciji in regulaciji celice, v procesih, kot so 
proliferacija, apoptoza in homeostaza celice (Moretti in sod., 2014). Beckerle in sod. 
(1987) so prvi pokazali vlogo kalpainov pri adheziji. Kasneje so številne raziskave 
potrdile, da je imel Beckerle prav in da so kalpaini udeleženi pri razpadu adhezijskih 
struktur, pri nastanku celičnih lamelopodijev in pri celični migraciji (Huttenlocher in sod., 
1997; Carragher in Frame, 2002; Franco in sod., 2004; Franco in Huttenlocher, 2005). V 
zadnjih letih je bilo narejeno veliko raziskav o vlogi kalpaina 2 pri invaziji tumorskih celic. 
Utišanje ali zaviranje gena za kalpain 2 je znatno zmanjšalo invazivno sposobnost celic 
različnih vrst raka (Mamoune in sod., 2003; Cortesio in sod., 2008) vključno celic 
glioblastoma (Lal in sod., 2010). Jang in sod. (2010) so dokazali tudi, da kalpain 2 
pospešuje invazijo celic GBM z regulacijo MMP-2. Translacijske študije pa potrjujejo 
korelacijo med povišanim izražanjem kalpainov v tumorskih celicah in histopatološkimi 
značilnostmi malignejših stadijev raka ter slabšo prognozo (Moretti in sod., 2014). 
 
2.5.2. Lizosomalne proteaze – cisteinski katepsini 
Katepsini je skupno ime za vse vrste proteaz, ki se pretežno nahajajo v lizosomih. Med 
njimi so najbolj številčne cisteinske proteaze. Zanje je značilno, da se v aktivnem mestu 
nahaja aminokislina cistein. Cisteinske katepsine sestavljata dve medsebojno odvisni 
domeni, med katerima se nahaja aktvno mesto, kjer sta ključni aminokislini Cys in His. Pri 
človeku poznamo 11 genov, ki kodirajo cisteinske katepsine (B, C, F, H, K, L, O, S, V, W, 
X), ki  spadajo med papainom podobne proteaze, klasificirane kot klan C1A (Verbovšek in 
sod., 2015). So majhne proteaze (atomska masa 20-30 kDa) (Verbovšek in sod., 2015). 
Nekateri cisteinski katepsini, kot je katepsin B in, do neke mere katepsin L, so 
konstituitivno izraženi v vseh celicah sesalcev. Večina cisteinskih katepsinov pa se izraža 
specifično regulirano v le nekaterih vrstah celic. Takšen primer je katepsin K, ki se 
pretežno izraža v osteoklastih, fibroblastih in hondrocitah. Aktivne oblike katepsinov 
najdemo v reducirajočem, rahlo kislem okolju, kakršno je v lizosomih in endosomskih 
veziklih, pa tudi v celičnih membranah, citosolu in celo jedru celice in/ali izločene kot 
aktivne encime ali cimogene. Dokončna aktivacija cisteinskih katepsinov je regulirana z 
interakcijo z endogenimi inhibitorji družine cistatinov (citosolni stefini, zunajcelični 
cistatini in kininogeni) (Turk in sod., 2012b). Cisteinski katepsini so regulirani na vsakem 
nivoju biosinteze in transporta do lizosomov. Slednje je odvisno od posttranslacijskih 
modifikacij (Verbovšek in sod., 2015). Katepsini sodelujejo pri vseh procesih, ki 
vključujejo: razgradnjo proteinov, metabolizem proteinov, avtofagijo, lizosomsko 
posredovano smrt, signaliziranje ob celičnem stresu, recikliranje rastnih dejavnikov ali 
procesiranje antigenov. Cisteinski katepsini se v tumorskem tkivu povišano izražajo, zaradi 
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česar sklepamo, da igrajo pomembno vlogo pri invaziji rakavih celic (Lah in sod, 2006; 
Olson in Joyce, 2015). 
 
2.5.2.1. Katepsin B 
Gen za katepsin B (CTSB) se nahaja na kromosomu 8p22 in vodi v 31 kDa veliko odraslo 
enoverižno obliko katepsina B s Cys-His-Asp aminokislinskimi ostanki v aktivnem mestu 
(Aggarwal in Sloane, 2014). Katepsin B je proteaza z endopeptidazno in eksopeptidazno 
(karboksidipeptidazno) aktivnostjo. Regulacija katepsina B poteka na večih nivojih, od 
transkripcije preko posttranslacijskega procesiranja in citosolnega razporejanja, do 
aktivacije, ki v kislem okolju lizosoma poteče avtokataitično oz. preko cepitve s strani 
katepsina D, G, uPA, elastaz in zaviralcev aktivnosti - cistatinom (Aggarwal in Sloane, 
2014). Katepsin B je prisoten v vseh celicah človeka, kjer je ključen pri lizosomalni 
proteinski razgradnji presežnih in poškodovanih proteinov. Katepsin B cepi tudi bolj 
specifične substrate, kot je tireoglobulin, za generiranje ščitničnih hormonov, aktivira  
encime, ki so vpleteni pri razgradnji kosti in na ta način sodeluje pri uravnavanju 
homeostaze kalcija.   
Spremembe v vzorcu izražanja katepsina B so vzrok številnih bolezenskih sprememb pri 
ljudeh, vključno z artritisom, srčno-žilnimi, neurodegenerativnimi boleznimi, vnetnimi 
procesi in rakavim obolenjem. V bolezensko spremenjenih tkivih najdemo več različic  
posttranskripcijskega procesiranja katepsina B, kar vodi v povišano izražanje katepsina B, 
spremembo njegove oblike in spremenjeno znotrajcelično in obmembransko razporejanje, 
kar pomembno vpliva na invazijo celice (Keppler in Sloane, 1996). Katepsin B omogoča 
invazijo celic in angiogenezo z razgrajevanjem bazalne lamine, cepitvijo medceličnih 
stikov (E-katherin), s čimer se poruši integriteta tkiva, medcelična komunikacija in 
regulacija (Olson in Joyce, 2015). Katepsin B se v glioblastomu povišano izraža, stopnja 
izražanja pa z malignostjo narašča, zaradi česar je katepsin B tudi prognostični marker 
(Strojnik in sod., 2005). Imunolokalizacija v glioblastomu kaže, da je katepsin B povišano 
izražan v krajnih, invazivnih celicah tumorja, ki invadirajo v zdravo koliško možgansko 
tkivo, v centralni masi in nekrotičnem predelu tumorja pa ne, kar kaže na vlogo katepsina 
B pri invaziji celic (Mikkelsen in sod., 1995). Katepsin B je del proteolitične kaskadne 
signalne poti, ki vključuje MMP, uPA in plazminogen, ki vsi razgrajujejo komponente 
ECM. Sočasno utišanje katepsina B in MMP-9 je v meningiomu povzroči upad rasti in 
vitro ter in vivo, upad  invazije, angiogeneze (Tummalapalli in sod., 2007). Katepsin B 
namreč razgrajuje endogeni tkivni inhibitor MMP (TIMP), kar povzroči aktivacijo MMP, 
lahko pa tudi invazijo brez povišanega izražanja MMP genov. MMP pa razgrajajo tudi 
katepsinske inhibitorje in na ta način se poveča tudi aktivnost katepsina B (Olson in Joyce, 
2015). Pri celicah GBM sočasno utišanje katepsina B in uPA zavre signalizacijo TGF, 
inducirano signaliziranje in invazijo ter povzroči  zaviranje α3β1 integrina in tetraspanina 
CD151 (Rao Malla in sod., 2013). Prekomerno izražanje katepsina B je v tumorskih 
celicah sesalcev zvišalo njihovo invazivnost in vitro in tumorsko napredovanje in vivo. 
Pomanjkanje ali zaviranje katepsina B ne povzroči popolnega znižanja invazivnega 
potenciala celic zaradi sočasnega delovanja ali nadomeščanja vloge katepsina B z drugimi 
proteazami (Vasilijeva in sod., 2006).  
Na izražanje proteaz v tumorju vpliva tudi tumorsko mikrookolje. V kalveolah celične 
membrane je lokaliziran protein aneksin II heterotetramer (AIIt), ligand kolagena I, ki veže 
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AIIt težko verigo, p36, in interagira tudi z integrini α1β1 in  α2β1 na celični površini. Vsi 
omenjeni membranski proteini povečajo izločanje prokatepsina B ali delujejo kot vezavni 
proteini za prokatepsin B. Celice tumorskega mikrookolja - fibroblasti, makrofagi ter 
endotelijske celice, imajo povišano izražanje in aktivacijo katepsina B in drugih proteaz 
zaradi zakisanja mikrookolja (Gocheva in sod., 2010). Sloane in sod. (2005) so dokazali, 
da celice strome in imunskega sistema same ne razgrajujejo kolagena IV, v so-kulturi s 
tumorskimi celicami pa postanejo znotrajcelično ali pericelularno kolagenolitične, kjer ima 
pomembno vlogo tudi katepsin B. 
 
2.5.2.2. Katepsin K 
Človeški katepsin K kodira eno samo kopijo gena DNA, dolgega 12,1 kb. Nahaja se na 
kromosomu 1q21 z 8 eksoni in 7 introni. Je edinstvena proteaza zaradi močnega 
pozitivnega naboja na osnovnem ostanku, kar omogoča alosterično umestitev negativno 
nabitih glikozaminoglikanov (angl. glycosaminoglycans – GAGs), ki s katepsinom K 
tvorijo visoko-molekularen kompleks. Ti kompleksi prispevajo k formaciji 
kolagenolitično-aktivnega kompleksa, potrebnega za odvitje trojnega heliksa kolagenov. 
Zato katepsin K pretežno najdemo v osteoklastih in hondrocitah, kjer sodeluje pri 
preoblikovanju kosti, najdemo pa ga tudi v makrofagih, epitelnih celicah ščitnice, 
možganskem parenhimu in celicah prebavnega trakta. Prav slednje pa nakazuje, da 
katepsin K poleg znotrajceličnega delovanja, deluje tudi izven celice oz. se iz nje izloča 
(Verbovšek in sod., 2015). Aktivnost katepsina K je lahko regulirana z mehanizmi, ki so 
skupni vsem katepsinom – regulacija z makromolekularnimi inhibitorji (cistatin) in 
okoljskimi parametri (pH in redoks potencial) ali z mehanizmi, ki so specifičnimi za 
katepsin K. Slednji predstavljajo regulacijo z glikozaminoglikani in zunajcelično 
povezovanje, ki ga vršijo šaperoni (Novinec in Lenarčil, 2013). Poleg številnih tipov 
kolagenov, katepsin K lahko hidrolizira še želatino, elastin, agrekan in osteonektin, s čimer 
sodeluje pri presnovi in obnavljanju krvnih žil, kosti in hrustanca, občasno pa mobilizira 
hematopoetske progenitorske celice. (Verbovšek in sod., 2015). Katepsin K je vpleten pri 
številnih patoloških stanjih homeostaze, kot so osteoporoza, artritis, ateroskleroza, 
piknodisostoza, pa tudi pri patoloških stanjih izven kosti, kot so kronična granulomatozna 
bolezen, shizofrenija, debelost in tumorske metastaze (Novinec in Lenarčič, 2013). 
Primerjalne študije tkiv kažejo, da je izražanje katepsina K v zdravem tkivu nizko, v 
tumorskem tkivu pa močno povišano (Chen in Platt, 2011). Povišano izražanje katepsina K 
so našli tudi pri nekaterih vrstah raka, predvsem v kostnih zasevkih – metastazah (Novinec 
in Lenarčič, 2013). Pri celicah raka dojke je povišanje katepsina K 5 kratno v primerjavi z 
zdravimi celicami dojke (Chen in Platt, 2011), v GBM pa je izražanje katepsina K 10-krat 
povišano v primerjavi z zdravimi možgani in je med petimi najbolj povišanimi proteazami 
na nivoju mRNA (Verbovšek in sod., 2014). Raziskovalci predvidevajo, da katepsin K pri 
invaziji rakavih celic deluje na enak način, kot pri razgradnji kosti. Ker je močno zastopan 
v osteoklastih in igra pomembno vlogo pri razgradnji kosti in hrustanca je večina študij 
delovanja katepsina K v rakavem tkivu narejenih na celicah sarkoma in kostnih metastaz 
(Stoch in Wagner, 2007; Kozawa in sod., 2015; Hussein in sod., 2016). Katepsin K pa k 
invaziji rakavih celic pripomore tudi s cepitvijo MMP-9 (Christensen in sod., 2015). 
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2.5.2.3. Katepsin L 
Gen za človeški katepsin L (CTSL) se nahaja na 9q21.33 in obsega osem eksonov in 
sedem intronov. CTSL klodira protein iz 333 aminokislin, ki se kot vsi lizosomalni encimi, 
prevede v neaktivno pre-pro-encimsko obliko (Goulet in Nepveu, 2009). Katepsin L je 
endopeptidaza  z visoko afiniteto do kolagena in drugih fibrilarnih proteinskih substratov 
(Lilkington in Lah, 2003). Regulacija katepsina L poteka na vseh stopnjah biosinteze, 
aktivnost pa je uravnavana s kislostjo okolja, delno razgradnjo s strani drugih proteaz in 
inhibitorjem cistatinom (Levičar in sod., 2003). Nahaja se v večini človeških celic v 
lizosomih, a tudi izvencelično, v citosolu in jedru (Tholen in sod., 2011). Ključna vloga 
katepsina L je razgradnja komponent zunajceličnega matriksa, kot so bazalna lamina, 
laminini, fibronektini in kolagen. Katepsin L sodeluje pri regulaciji celičnega cikla, 
procesiranju antigenov, nastanku celic ubijalk, pri postnatalnem razvoju ventralnega 
živčnega sistema in pri zorenju sperme (Lankelma in sod., 2010). Katepsin L je tudi 
ključna proteaza angiogeneze, ker cepi endostatin, ki zavira angiogenezo ter in vivo in in 
vitro poveča  invazivnost endotelnih progenitorskih celic (Olson in Joyce, 2015). Katepsin 
L je pomemben tudi pri apoptozi, kjer cepi proteine družine Bcl-2 ter v jedru vzdržuje 
bazalni nivo kaspaze 3 in 7 (Kenig in sod., 2011). Katepsin L se prekomerno izraža v 
tumorskih celicah številnih tipov raka, vključno z gliomom, kjer je stopnja izražanja 
povezana z stopnjo malignosti in napredovanja bolezni. Katepsin L sodeluje pri sprostitvi 
tumorske celice iz tumorske mase, s cepitvijo E-kadherina (Lankelma in sod., 2010), 
transmembranskega tumorsupresorskega proteina, ki omogoča medcelično povezavo 
(Pećina-Šlaus, 2003). Prav razgradnja zunajceličnih komponent s katepsinom L pospešuje 
invazijo rakavih celic, kar so dokazale študije z utišanjem gena za katepsin L (Lankelma in 
sod., 2010; Tholen in sod., 2011), kjer so opazili upad invazivnosti takšnih celic. Pri 
poskusu s protismiselno RNA za katepsin L v celični liniji MNNG/HOS, je invazivnost 
upadla kar za 35-75%. Prekomerno izražanje katepsina L v jedru zavira izražanje kaspaze 
3, s čimer sočasno sproži izražanje protiapoptotskega Bcl-2 proteina, kar zavira apoptozo 
in s tem podaljša življenjsko dobo tumorskih  celic (Kenig in sod., 2011). Obratno pri 
celicah z utišanim katepsinom L močno poraste apoptoza in celice postanejo dovzetnejše 
za zdravljenje, kar so  že Levičar in sod., (2003) dokazali  s staurosporinom, Zheng in sod., 
(2009) pa z doxorubicinom, tamoxifenom in imatinibom pri sicer rezistentnih celicah.  
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3. MATERIAL IN METODE  
3.1. MATERIAL 
3.1.1. Laboratorijska naprave, oprema, reagenti 
Preglednica 1. Uporabljene kemikalije in reagenti ter njihovi proizvajalci. 
NAPRAVE TIP IN PROIZVAJALEC 
Celični inkubator Sanyo CO2 incubator, MCO-18AIC(UV) 
Centrifuga Tehtnica Železniki PLC-322, Sigma Laborzentrifugen 
3K15  
Digestorij Kottermann, TIP 2-410 
Hladilnik  Beko 
Invertni fluorescenčni mikroskop  
(NIS-Elements programska oprema) 
Nikon Eclipse Ti  
 
Invertni mikroskop Nikon Diaphot, Nikon Eclipse TS100  
Laminarij Biosafe 2, Ehret GmbH Sigma, Iskra Pro  
Naprava za PCR Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR Systems  
Pretočni citometer  
(CellQuest Pro programska oprema) 
FASC Calibur, BD Biosciences  
 
Spektrofotometer Thermo Scientific NanoDro 1000 
Spectrophotometer 
Vibracisjski stresalnik IKA MS3 digital 
Vodna kopel Precision Scientific Inc 
Zamrzovalnik (-80 °C) 
 
Platinum 340, as Biomedical Division  
 
Preglednica 2. Uporabljena laboratorijska oprema in proizvajalci. 
OPREMA TIP IN PROIZVAJALEC 
Centrifugirke 0,5 ml, 1,5 m, 2 ml, 15 ml, 50 ml, Corning CentriStar 
(430829, 430791)  
Epruvete (navadne, low bind) Eppendorf 
Gojitvene plastenke 25 in 75 cm2, Corning Flask (430639, 430641)  
Gojitvene plošče s 6 luknjami Corning Incorporated (3506)  
Gojitvene plošče s 96 luknjami Corning Incorporated  
Hemocitometer 0,00025 mm2; Bürker-Türk, Blau Brand  
Objektna stekelca, krovniki Deltalab, Eurotubo  
Pipetboy Pipetboy comfort IBS integra biosciences 
Pipete 
Stripete  
Corning Lambda, Biohit  
5 ml, 10 ml, 25 ml in 50 ml; Corning Incorporated 
Costar 
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Preglednica 3. Uporabljene kemikalije in proizvajalci. 
KEMIKALIJE TIP IN PROIZVAJALEC  
DMEM   Sigma  
DMSO (≥99,9 %)  Sigma-Aldrich  
FBS  Gibco  
Geneticin  Gibco  
Glutaraldehid  Sigma-Aldrich  
L-glutamin (200 mM)  GE Healthcare PAA  
Na-piruvat (100x)  Gibco  
Penicilin/steptomicin (100x)  GE Healthcare PAA  
Tripansko modrilo (0,4 %)  Sigma  
Triton X-100  Fluka Analytical  
Tripsin-EDTA (0,25 %, 1x)  Gibco  






























Preglednica 4. Sestava gojišča za celice MSC 
 




ZALOŽNA KONC. UPORABLJENA 
KONC. 
VOLUMEN ZA 50ml 
MEDIJA [ml] 









50ml MEDIJA [ml] 
 
DMEM / / 43 
FBS / / 5 
L-glutamin 200 mM 2 mM 0,5 
MEM ne-esencialna 
aminokislinska raztopina 100x 1x 0,5 
Na - piruvat 100x 1x 0,5 
Penicilin/Streptomicin 100x 1x 0,5 
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ZALOŽNA KONC. UPORABLJENA 
KONC. 
VOLUMEN ZA 50ml 
MEDIJA [ml] 
FBS / / 5 
L-glutamin 200mM 2mM 0,5 
Penicilin/Streptomicin 100x 1x 0,5 
MEM ne-esencialna 
aminokislinska raztopina 
100x 1x 0,5 
Na - piruvat 100x 1x 0,5 
Geneticin 100mg/ml 1mg/ml 0,5 
3.1.3. Raztopine 
Medij za zamrzovanje celic 
2,5 ml DMSO  
5 ml DMEM  
5 ml FBS  
 
0,5 % gluteraldehid  
0,4 ml 25 % gluteraldehid  
20 ml 1× PBS 
 
0,1 % Triton X-100 v 1× PBS  
0,05 g Triton X-100  
50 ml 1× PBS 
 
4% paraformaldehid (PFA) v 1x PBS 
0,4g  PFA (95% bel prah) 
17 mL ddH20 
5µl 1M NaOH 
1 ml 10 x PBS 
 
3.1.4. Sonde TAQMAN 
Preglednica 7. TaqMan sonde za qRT-PCR (Applied Biosystems) 
SIMBOL GENA IME GENA TAQMAN SONDA 
CAPN1 Kalpain1 Hs00559804_m1 
CAPN2 Kalpain 2 Hs00965097_m1 
CTSB Katepsin B Hs00947433_m1 
CTSK Katepsin K Hs00166156_m1 
CTSL Katepsin L Hs00964650_m1 
GAPDH Gliceraldehid 3 fosfat 
dehidrogenaza 
Assay No. 4310884E 
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3.1.5.1. Primarna protitelesa 
Kunčje poliklonsko protitelo proti katepsinu B (Krka d.d.) 0,3281 mg/mL 
Kunčje poliklonsko protitelo proti katepsinu K (Abcam, ab19027) 0,5 mg/mL 
Kunčje monoklonsko protitelo proti katepsinu L (Abcam, ab133641) 0,093 mg/mL 
Kunčje poliklonsko protitelo proti calpainu 1 (Abcam, ab28258) 1,0 mg/mL 
Kunčje poliklonsko protitelo proti calpainu 2 (Abcam, ab39165) 1,0 mg/mL 
 
3.1.5.2. Sekundarna protitelesa 
Kozja protikunčja, konjugirana z Alexa Fluor 647 (Abcam, A21244) 2 mg/mL 
Oslovska protikunčja, konjugirana z Alexa Fluor 546 (Abcam, A10040) 2 mg/mL 
 
3.1.5.3. Izotipska kontrola 
Kunčja monoklonska IgG1κ izotipska kontrola (Abcam; ab91353 ICIGG1)  0,1 mg/mL 
 
3.1.6. Celične linije 
3.1.6.1. Glioblastomska celična linija U373  
Celice U373 so tumorigene glioblastomske celice izolirane iz  GBM tumorja moškega bele 
rase, starega 61 let. Pridobili smo jih z univerze Ludwig-Maximilians v Münchnu, kjer so  
bile predhodno genetsko modificirane za izražanje eGFP zelenega fluorescenčnega 
proteina (Schichor in sod., 2006). Pri transfekciji je bil uporabljen plazmidni vektor 
pEGFP- N1 (ClonTech). Ob izražanju gena za eGFP, celice pod UV svetlobo svetijo 
zeleno. Ekscitacijski maksimum je pri 488nm, emisijski pa pri 507nm. Celice U373 eGFP 
(U373) rastejo pritrjeno na podlago, s pleomorfno, astrocitom podobno epitelijsko 
morfologijo. Celice pri nižjih pasažah rastejo v monosloju, brez urejene razporeditve. Pri 
višji konfluenci prično rasti v večslojnih skupkih. 
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3.1.6.2. Mezenhimske matične celice  
Humane mezenhimske matične celice, izolirane iz kostnega mozga (MSC) 19 letnega 
moškega smo kupili pri proizvajalcu Lonza Bioscience (6F4393).  
Celice MSC so: 
 
 Negativne pri testih za okužbe mikoplazm, bakterij, kvasovk, gliv, virusov HIV, 
HBV, HCV. Takšne gojene celice so v drugi pasaži pripravili za zamrzovanje in  
shranjevanje v kontroliranih pogojih v tekočem dušiku pri -196 °C.  
 Sposobne diferenciacije v kostno, hrustančno, maščobno tkivo, če jih izpostavimo 
ustreznim diferenciacijskim markerjem.  
 90 % celic je pozitivnih za površinske antigene CD105, CD29, CD44 in negativnih 
za  hematopoetske markerje CD14, CD34 in CD45.  
 Adherentne, na gojitvenih ploščah rastejo pritrjene na podlago, v monosloju. Ko 
dosežejo približno 70 % konfluenco opazimo morfološke podobnosti s fibroblasti – 














Slika 2. Celice MSC slikane s fazno-kontrastnim mikroskopom 
 
3.2. METODE 
3.2.1. Gojenje celičnih linij U373 in MSC 
Gojenje celic MSC in U373 je dokaj nezahtevno, če so pogoji, v katerih jih vzdržujemo, 
strogo sterilni in stalni. Vsako rokovanje s celicami zahteva delo v laminariju, ki je 
predhodno ustrezno steriliziran z UV svetlobo in 70 % alkoholom. Le na ta način 
preprečujemo bakterijske, glivne in virusne okužbe ali okužbe z drugo celično linijo. 
Pogoji v inkubatorjih so visoka zračna vlažnost, 37 °C, 5 % CO2.  
Morfologija in proliferacijska hitrost uporabljenih celičnih linij je različna. Zato smo v 
gojitvene plastenke in plošče nasajali različno število celic.  
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ml medija za 













5 10 ne 
U373 15.000 5 10 da 
 
Celice smo nasadili v gojitvene posode s perforiranim zamaškom in vsak dan opazovali 
njihovo rast pod invertnim mikroskopom. Na dva do tri dni smo celicam zamenjali medij. 
 
3.2.1.1. Presajanje celic 
Ko so celice dosegle 70 – 80 % konfluenco, smo jih pasirali. Uporabljali smo medije, pufre 
in tripsin, predhodno segrete na 37 °C v vodni kopeli. Celicam smo najprej odstranili medij 
in jih nato sprali z 1 x PBS. Celice odlepimo od podlage s 0,5 % tripsinom/EDTA s 5 min 
inkubacijo pri 37 °C. Tripsin smo inaktivirali z uporabo svežega gojišča v razmerju 2:1 
(svež medij:tripsin) in vsebino iz gojiščnih plastenk prenesli v centirfugirko. Centrifugirali 
smo 5 min pri sobni T in 1000 obratih na min (rpm). Po centrifugiranju smo supernatant 
odstranili in celice resuspendirali v optimalnem volumnu svežega medija in celice prešteli. 
Željeno število celic smo prenesli v novo gojitveno ploščo skupaj z ustreznim medijem. 
 
3.2.1.2. Štetje celic 
Proliferacijska hitrost celic je različna zato ob presajanju in nasajanju celice vedno 
štejemo. Celice smo prešteli z uporabo hemocitometra po vsaki tripsinizaciji. V epici smo 
zmešali 10 µl optimalno redčene celične suspenzije in 40 µl barvila tripan modro, ki modro 
obarva le mrtve celice s poškodovano membrano, živih celic pa ne. 10 µl suspenzije smo 
prenesli med krovno steklo in hemocitometer in prešteli žive celice v štirih kvadratkih, ki 




Število celic v suspenziji izračunamo po enačbi: 
         
 
                           
                … (1) 
Preglednica 9. Legenda znakov enačbe 
A, B, C, D število celic v posameznih kvadratkih 
R redčenja: 10 μl celične suspenzije + 40 μl barvila = faktor redčenja 5, 
Kp globina komore je 0,1mm. Po izračunu 1 mm2 × 0,1 mm = 0,1 mm3 = 0,1 μl, je  volumen 
suspenzije pod stekelcem 0,1 μl. Ker želimo izračunati število celic v 1 ml suspenzije, 
moramo vrednost pomnožiti s 10
4
 
V suspenzije volumen v katerem smo resuspendirali celični pelet po centrifugiranju 
3.2.1.3. Zamrzovanje celic 
Zamrzovanje celic pri -80 °C je način kratkotrajnega shranjevanja celičnih linij. Tako 
shranjene celice nam omogočajo, da izvajamo poizkuse pri istih pasažah celic. Na ta način 
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zmanjšamo možne spremembe celične linije zaradi transformacij, ki lahko nastanejo pri 
presajanju in višanju števila pasaž celic, torej staranju. 
Celično suspenzijo, katere gostota celic nam je znana, smo alikvotirali v krioviale (največ 
900 µl na kriovialko). Celicam v krioviali, ki smo jo predhodno postavili na led,  smo 
dodali zamrzovalni medij v razmerju 1-1.  Krioviale smo ustrezno označili s celično linijo, 
številom celic in datumom zamrzovanja, ter jih shranili v zamrzovalnik na -80 °C, čez 3 
dni pa v tekoči dušik na -196 °C. 
 
3.2.1.4. Odmrzovanje celic 
Pripravili smo 15 ml centrifugirko z 9 ml svežega gojišča. Nato smo kriovalo s celicami 
vzeli iz tekočega dušika (-196 °C) in jo prenesli v vodno kopel za hitro odtajanje. Vsebino 
kriovialke smo v laminariju prenesli v centrifugirko z gojiščem in centrifugirali 5 min pri 
1000 rpm. Po centrifugiranju smo supernatant odstranili in celice resuspendirali v svežem 
gojišču. Resuspendirano vsebino centrifugirke smo nato prenesli na gojitveno posodo. 
3.2.1.5. Nasajanje direktnih so-kultur celic U373 in MSC  
Celice U373 in MSC smo ob dosegu ustrezne konfluence s tripsinizacijo ločili od gojitvene 
posode tako, da smo dobili dve suspenziji uporabljenih linij. Pripravili smo si 3 nove 
suspenzije s koncentracijo 50.000 celic/ml; 
 
 monokultura celic U373  
 monokultura  MSC  
 diretna so-kultura U373/MSC v razmerju 1-1 (so-kultura) 
So-kulturo smo pripravili tako, da smo zmešali suspenziji celic U373 in MSC v razmerju 
1-1. Suspenzije smo nasadili na gojitveno ploščo s 6 jamicami. V vsako jamico po 150.000 
celic in 3 ml svežega gojišča. Tako nasajene celice smo v inkubatorju pri 37 °C, 5 % CO2, 
inkubirali 72 ur. 
 
3.2.2. Preverjanje ustreznosti razmerja celic v so-kulturah 
Ustreznost razmerja med celicami U373 in MSC v so-kulturah, smo na dan nasajanja 
preverili s pretočnim citometrom FACS Calibur, s programom CellQuest Pro. Po pasiranju 
in štetju celic, smo na gojitveno ploščo nasadili direktne so-kulture celic U373 in MSC v 
razmerju 1-1, ter monokulture U373 in MSC celic. Del celic obeh monokultur in so-kulture 
smo pred nasaditvijo odvzeli, jim z centrifugiranjem odstranili medij in jih sprali z 1 x 
PBS. Celicam smo nato dodali 300 μl svežega 1 x PBS in pomerili zastopanost posamezne 
linije v direktni so-kulturi na dan 0. Nasajene celice monokultur U373 in MSC in so-
kulture smo po 72 urah rasti pasirali in ponovili postopek odstranjevanja medija ter 
spiranja celic z 1 x PBS. Pelete celic smo resuspendirali v 300 μl 1x PBS in pomerili 
zastopanost celic v direktni so-kulturi s pretočnim citometrom na dan 3. 
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3.2.3. Obratna transkripcija in verižna reakcija s polimerazo v realnem času 
3.2.3.1. Izolacija RNA 
Po treh dneh gojenja celic MSC in U373 v monokulturi in direktni so-kulturi smo iz celic 
izolirali RNA, za določitev stopnje izražanje iskanih proteaz na nivoju mRNA. 
Monokulturama in direktni so-kulturi  U373 in MSC smo v ploščah s šestimi vdolbinicami 
odstranili medij, celice spirali s 1x PBS in dodali trizol reagent. Trizol je monofazična 
raztopina fenola, gvanidin izocianata in drugih komponent, ki razbije celice in celične 
organele, pri čemer RNA ostane nepoškodovana zaradi prisotnih inhibitorjev RNaz. 
Izolirane vzorce RNA v trizolu smo shranili  na -80 °C.  
Odtajanim celicam v trizolu smo dodali 200 μl kloroforma in jih centrifugirali 15 min pri 4 
°C na 12.000 rpm. Dodatek kloroforma loči vodno in organsko fazo. Gre za metodo 
ločevanja molekul na podlagi njihovih razlik v topnosti. Po centrifugiranju smo zato 
zgornjo, brezbarvno vodno fazo, v kateri je raztopljena RNA, prenesli v novo epruveto. 
Tako smo ločili RNA od DNA in proteinov, ki se nahajajo v srednji fazi, in od molekul, ki 
so topne v  spodnji organski fazi. V epruveto z RNA smo dodali 2 μg/μl glikogena, ki 
omogoči boljše obarjanje RNA in zato boljšo izolacijo RNA tudi iz majhnih vzorcev. RNA 
smo oborili z dodatkom 500 μl izopropanola in inkubacijo vzorca 2 uri na -20 °C. Za tem 
smo vzorec centrifugirali 20 min pri 4 °C na 12.000 rpm. Odstranili smo supernatant in 
RNA sprali s 70 % etanolom. Vzorec smo ponovno centrifugirali in odstranili supernatant. 
Ta korak v postopku smo še enkrat ponovili. RNA oborino smo posušili in resuspendirali v 
50 μl DEPC vode (voda, ki je brez RNaz). Vsebnost RNA smo določili z Nanodropom. 
3.2.3.2. Obratna transkripcija RNA v cDNA 
RNA smo v cDNA  prepisali s pomočjo industrijskega kompleta za obratni prepis (High 
Capacity cDNA Reverse Transcription kit). Po navodilih proizvajalca smo v epruveti 
zmešali 11,5 μl predreakcijske mešanice, ki vsebuje; 
 2,5 μl 10x RT pufra 
 1 μl 25x dNTP mix (100mM) 
 2,5 μl 10x (dT18) začetnih oligonukleotidov 
 1,25 μl encima reverzne transkriptaze (50 U/µl) 
 1,25 μl inhibitorja RNaz (20 U/µl) 
 4 μl DEPC vode  
Predreakcijsko mešanico smo dali na led in v epruveto dodali ustrezen volumen vzorca, ki 
vsebuje 1 μg RNA, in dodali DEPC vodo do volumna 25 μl. Obratni prepis RNA v cDNA 
je potekal v napravi Gene AMP PCR System 9.700 RT, po nastavljenem programu 
reakcije 25 °C/10min, 37 °C/3x10min, 37 °C/1min, 4 °C/neskončno. 
Reakcija prepisa RNA v cDNA poteka tako, da se začetni oligonukleotidi (dT18) vežejo na 
poli A rep izolirane RNA. Reverzna transkriptaza nadaljuje verigo z dodajanjem prostih 
oligonukleotidov (dNTP). Končni produkt je dvovijačnica cDNA, ki sestoji iz ene RNA 
verige in komplementarne DNA verige.  
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3.2.3.3. Verižna reakcija s polimerazo v realnem času po metodi TaqMan 
Verižna reakcija s polimerazo ali PCR je metoda, s katero lahko pomnožujemo specifične 
fragmente DNA ali RNA za nadaljnjo analizo. Pomnoževanje DNA omogočajo 
komponente: DNA veriga s prilegajočimi začetnimi oligonukleotidi na obeh verigah DNA, 
Taq polimeraza, prosti nukleotidi in pufer. Temperaturo prilagajamo za odvitje in 
razklenitev dvoverižne DNA in za vezavo polimeraznega encima za sintezo 
komplementarne verige. Novejša izvedba metode je t.i. PCR metoda v realnem času, ki 
omogoča sočasno zasledovanje količine nastalega DNA produkta, zaradi česar omogoča 
kvantifikacijo želenega DNA fragmenta v začetnem vzorcu. To ji omogoča TaqMan sonda, 
ki sestoji iz odseka nukleotidnega zaporedja komplementarnega genu, ki ga želimo 
pomnožiti, in dveh vezanih reporterskih proteinov. Na 5' koncu nukleotidnega odseka je 
reporterski protein z reporterskim fluoroforom (GFP, ang. green fluorescent protein), ki z 
zeleno fluorescenco opozarja na pomnoževanje želenega gena, na 3' koncu pa je 
reporterski protein z dušilcem fluorofora (barvila z dolgo valovno dolžino, npr. rdečo). 
Princip TaqMan metode temelji na eksonukleazni aktivnosti Taq polimeraze in principu 
Forsterjevega prenosa resonančne energije (FRET). Dokler polimeraza probe ne 
hidrolizira, sta dušilec in reporterski fluorofor dovolj blizu, da prvi zaradi absorbiranih 
fotonov duši fluorescenco dugega. Ko Taq polimeraza začne s pomnoževanjem DNA 
iskanega gena naleti na TaqMan probo in cepi kovalentno vez med reporterskim 
fluorescentnim proteinom in probo. Pride do prenosa energije z dušilca na fluorescentni 
protein, ki zeleno fluorescira, raziskovalec pa tako prejme signal prepisa iskanega gena.  
Vzorec cDNA, ki smo ga dobili iz reakcije reverzne transkripcije smo 5x redčili. Za  
umeritveno krivuljo smo pripravili 10x, 100x, 1000x redčene vzorce in koncentiran vzorec. 
Za eno reakcijo smo pripravili 8 μl predreakcijske mešanice, v kateri je bilo 2 μl DEPC 
vode, 0,5 μl sonde za GAPDH gen, 0,5 μl sonde za iskani gen in 5 μl TaqMan Universal 
PCR Master Mix-a. Za gen GAPDH vemo, da se v celici stalno izraža, zato nam služi za 
določanje količin DNA v vzorcu, da lahko normaliziramo količino pomnoženega DNA 
fragmenta za iskani gen. 8 μl predreakcijske mešanice smo nato nanesli na ploščo s 384 
vdolbinami in ji dodali 2 μl ustreznega vzorca (ali redčitvene vrste). Za vsako reakcijo smo 
izvedli dve tehnični ponovitvi, imeli pa smo tri biološke ponovitve poskusa. Ploščo smo 
nato pokrili s folijo, jo centrifugirali 5 min na 1.000 rpm in po centrifugirnanju vstavili v 
PCR napravo ABI Prism 7900 HT Sequence Detection System. Reakcija je tekla po 
programu: 50 °C/2min, 95 °C/10min, 45 x 95 °C/1min, 60 °C/1min. 
Izražanje proteaze smo izračunali iz izmerjenih vrednosti količine mRNA iskane proteaze 
v vzorcu, glede na umeritveno krivuljo, ki nam jih poda ABI Prism 7900 HT Sequence 
Detection System. Količinsko vrednost gena iskanih proteaz smo delili z vrednostjo 
kontrolnega GAPDH gena in tako dobili relativne vrednosti izražanja iskanih genov. 
Primerjava med vsebnostjo mRNA iskanih proteaz ene celične linije z vsebnostjo mRNA 
iskanih proteaz istega tipa celic v direktni so-kulturi na podlagi dobljenih rezultatov ni 
mogoča. Analiza vzorcev z verižno reakcijo s polimerazo nam pove zgolj relativno 
vsebnost mRNA proteaz v vzorcu in nam še ne poda informacije, na račun proteaze iz 
MSC ali celic GBM, iz vzorca direktne so-kulture nastopi sprememba v vsebnosti mRNA. 
Ne pokaže niti dejanskega izraženja proteaze, ampak zgolj prepis gena za proteazo v 
sporočevalno RNA, ne pa tudi prevajanje mRNA ali sintezo proteina. 
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Imunocitokemija je metoda, ki na podlagi specifične interakcije med antigenom in 
protitelesom z vezanim označevalcem, omogoča identifikacijo iskane komponente celice in 
situ. Ločimo encimsko in fluorescentno imunocitokemijo. Encimska imunocitokemija ima 
na sekundarno protitelo vezan encim, ki v primeru vezave protitelesa z antigenom, ob 
dodatku substrata (kromogen), le tega cepi na barvne komponente, ki jih lahko zaznamo. 
Fluorescentna imunocitokemija pa temelji na fluoroforu, ki je vezan na sekundarno 
protitelo in fluorescira. Fluorofori z različnimi emisijskimi spektri omogočijo detekcijo 
enega ali večih večih antigenov v eni sami celici (Javois, 1999). 
Z imunocitokemijo smo želeli potrditi vezavo protiteles in pridobiti dodatne informacije, 
kje v ali na celicah U373 se nahajajo izbrane porteaze in kakšna je jakost izražanja slednjih 
(kvalitativna ocena).  
 
Priprava vzorcev za imunocitokemijo: 
o Celice smo imeli tekom nasajanja, rasti, med imunobarvanjem in opazovanjem pod 
fluorescentnim mikroskopom, pritrjene na poli-L-lizinska stekelca. α-polilizin se 
uporablja za prekrivanje gojitvenih plošč, kjer omogoča stabilnejšo pritrditev celic. 
Celice so različno adherentne in se nekatere le s težavo pritrdijo in razraščajo na 
podlagi. α-polilizin kot pozitivno nabit polimer z elektrokemijskimi interakcijami 
veže nase negativno nabite celice oz. celične proteine in na ta način olajša adhezijo 
celičnih kultur s podlago. Sterilna, avtoklavirana stekelca smo prenesli v petrijevko 
in jih prelili z 20 μg/mL  raztopine poli-L-lizina v 15 mL destilirane vode. 
Petrijevke smo pokrite in zavite s parafilmom postavili na stresalnik za 2 uri na 
sobni temperaturi. Nato smo odstranili raztopino poli-L-lizina ter stekelca sprali z 
dH2O, 3x po 15 min na stresalniku in jih posušili.  
o Za nasajanje celic na stekelca, prevlečena s poli-L-lizinom, smo stekelca sterilno 
prenesli na ploščo s 24 vdolbinicami. Na sredino vsakega stekelca smo dodali 50 μl 
kapljico z 10.000 celicami U373. Po 3 urah inkubacije celic na stekelcih  smo jim 
ob steni vdolbinic plošče dodali 1 ml rastnega medija in celice inkubirali 72 ur. 
o Da bi celicam na poli-L-lizinskih stekelcih zagotovili trajnost in jih ne poškodovali 
tekom poskusa, smo jih pred imunobarvanjem fiksirali. Po treh dneh inkubacije 
smo celicam odstranili rastni medij in jih sprali s 1x PBS. V vdolbinice plošče smo 
dali 4% paraformaldehid v 1x PBS-u in celice inkubirali 5 min na sobni 
temperaturi. Sledilo je spiranje celic v 1 x PBS. 
o Permeabilizacijo celic smo izvedli tako, da smo na stekelca dali 100 μl 0,1 % 
Triton X-100 v 1x PBS. Stekelca s celicami smo inkubirali 10 min na sobni 
temperaturi in nato izvedli spiranje z 1x PBS. Triton kot detergent v membrani 
celic ustvari pore, ki omogočjo vstop protiteles v celico do iskanih antigenov 
(proteaz). 
o Za doseganje pravih specifičnih vezav antigena s protitelesom, je pomemben korak 
blokiranje nespecifičnih vezavnih mest. To omogočimo z dodajanjem 4 % BSA v 
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1x PBS. BSA ali kravji serumski albumin je krvni transportni protein z visoko 
stabilnostjo in sposobnostjo vezave različnih molekul. Po 15 min inkubacije  na 
sobni temperaturi smo stekelca spirali z 1x PBS.  
o Za označevanje proteaz v celici s kunčjim primarnim protitelesom proti katepsinom 
B, K, L in kalpainom 1 in 2 smo na stekelca s celicami dali raztopino ustrezno 
redčenega protitelesa (kalpain 1 1:200, kalpain 2 1:100, katepsin B 1:10, katepsin K 
1:20, katepsin L 1:200) v 4 % BSA in inkubirali na 4 °C preko noči. Pri kunčjih 
poliklonski primarnih protitelesih za katepsin B, K, kalpain 1 in 2, smo vzorec 
negativne kontrole izpostavili 4 % BSA, pri mišjih monoklonskih primarnih 
protitelesih pa smo vzorec negativne kontrole izpostavili kunčji izotipski kontroloi 
IgG1κ. Po spiranju z 1x PBS smo na stekelca nanesli raztopino oslovskega 
protikunčjega sekundarnega protitelesa, konjugiranega z Alexa Fluor 546 in 
redčenega 1 : 200 v 4% BSA. Vezava je potekala eno uro na sobni temperaturi. 
Celice z vezanim sekundarnim protitelesom smo spirali z 1x PBS.  
o Za barvanje jeder smo na poli-L-lizinska stekelca s celicami nanesli raztopino 
jedrnega barvila HOECHST, redčenega 1 : 1000 v 1x PBS. Barvilo smo na celicah 
pustili delovati 3 minute, nato pa smo stekelca sprali z 1x PBS in jih vklapljali v 
vklopni medij s stabilizatorjem fluorescence. Vklopni medij zavira bledenje 
florescentnih označevalcev in ohranja signal daljše obdobje, zato ob ustreznem 
shranjevanju omogoča analizo vzorcev tudi po več mesecih. Analiza se izvede po 
24 urah, ko vklopni medij na vzorcu tvori poltogi gel z lomnim količnikom 1,46. 
Vzorce smo do analize z invertnim/fluorescečnim mikroskopom shranili na -20 °C. 
o Vzorce smo analizirali  z invertnim fluorescentnim mikroskopom Nikon Eclipse Ti. 
Modro obarvana jedra celic smo opazovali s fluorescentnim filtrom DAPI (343-483 
nm). FITC filter (499-519 nm), ki nam je omogočil opazovanje zeleno 
fluorescentnih celic U373, ki trajno izražajo protein eGFP. Fluorescenten filter 
TRITC (557-597) nam je omogočil opazovanje rdečega sekundarnega protitelesa, 
ki se veže na izbran antigen v celicah. S kombinacijo vseh treh filtrov smo lahko 
opazovali ali so naše proteaze prisotne v vseh celicah in njihovo subcelično 
pojavnost.  
 
3.2.5. Pretočna citometrija 
Pretočna citometrija je kvalitativna in kvantitativna tehnika za analizo lastnosti celic oz. 
drugih delcev, ki v raztopini potujejo skozi kapilaro pretočnega citometra. Celice potujejo 
ena za drugo čez območje, ki je osvetljeno z ozkim snopom laserske svetlobe, detektorji 
sistema pa na podlagi sipanja svetlobe in fluorescence fluorescirajočih označevalcev 
omogočajo analizo biokemijskih in fizikalnih lastnosti celic v nekaj sekundah.  
 
Svetlobno sipanje 
Svetlobno sipanje merita dva fotodetektorja. Prvi fotodetektor je postavljen v smeri 
svetlobnega vira (FSC) in nam pove velikost celice, ki je obratno sorazmerna jakosti sipane 
svetlobe. Drugi detektor je postavljen pravokotno na svetlobni vir (SSC) in zaznava 
zrnatost oz. površinske strukture celice, od katerih se svetloba odbija v vse smeri.  
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V kolikor neko membransko ali znotrajcelično strukturo celice (antigen) označimo za 
detekcijo (s specifičnim protitelesom z vezanim fluoprokromom) in tako označene celice 
spustimo čez pretočni citometer, fotodetektorji zaznajo fluorescenco označenih celic in jo 
pretvorijo v električne signale. To nam omogoči ločevanje posameznih celic, populacij v 
vzorcu, določanje njihovega deleža in, v primeru uporabe ločevalnika fluorescenčno 
označenih celic, tudi izolacijo celic (Brown in Wittwer, 2000). 
 
Priprava vzorca za analizo s pretočnim citometrom: 
o Po 72 urah gojenja celic MSC in U373 v mono kulturi in so-kulturi, je sledilo 
odlepljanje celic od podlage s tripsinom. Pripravili smo si 1,5 ml suspenzije  
monokultur in so-kulture z znanim številom celic v epicah (600.000 celic). Sledilo 
je dekantiranje in spiranje peleta celic v 1 x PBS. Dekantiranje pomeni 
odstranjevanje trenutnega reagenta ob dodatku 1 x PBS do 1,5 ml celokupne 
vsebine in 5 min centrifugiranjem na 1000 rpm. Spiranje spere iz peleta celic 
morebitne ostanke reagenta. Peletu smo zato dodali 1,5 ml 1 x PBS in ponovno 
centrifugirali, ter odstranili supernatant. 
o Za detekcijo proteinov katepsinov B, L, K, kalpainov 1, 2, smo pelet celic 
resuspendirali v 500 μl 0,5 % glutaraldehida pripravljenega v 1x PBS. Fiksacija je 
potekla v 20 min na sobni temperaturi. Glutaraldehid je fiksativ, ki zamreži 
proteine v membrani celice in na ta način ohrani integriteto celice, navkljub celični 
smrti. Kot alterntivo glutaraldenidu smo uporabili tudi 4 % PFA, ki se je izkazal kot 
edini fiksativ, uporaben za detekcijo katepsina L. Fiksacija nam podaljša čas v 
katerem lahko vzorec v optimalnem stanju uporabljamo za raziskave. Po fiksaciji je 
sledilo dekantiranje, spiranje vzorcev celic z 1 x PBS in centrifugiranje. 
o Za permeabilizacijo celične membrane smo peletu celic dodali 500 μl 0,1 % Triton 
X-100 in vzorce celic inkubirali 30 min na sobni temperaturi. Vzorec celic smo 
dekantirali in spirali z 1 x PBS. 
o Za vezavo primarnega protitelesa smo peletu celic dodali 100 μl raztopine ustrezno 
redčenega kunčjega primarnega protitelesa, v 1 x PBS, proti iskanemu proteinu 
(proti katepsinu B, L, K in kalpainu 1 in 2). Ker so vsa protitelesa v raziskavi 
poliklonska, smo za negativno kontrolo uporabili celice, ki smo jim na tej stopnji 
namesto primarnega protitelesa dodali 100 μl 1 x PBS. Epruvete smo inkubirali 30 
min na sobni temperaturi z vmesnim stresanjem. Celice smo nato dekantirali in 
spirali z 1 x PBS. 
o Za vezavo sekundarnega protitelesa smo peletu celic dodali 100 μl raztopine 
ustrezno redčenega kozjega protikunčjega sekundarnega protitelesa v 1 x PBS, ki je 
označeno s fluorokromom Alexa fluor 647. Fluorokrom je občutljiv na svetlobo, 
zaradi česar je inkubacija potekala v temi, 30 min, na 4 °C, stojalo z epicami pa 
smo ovili v alu flolijo. Celice smo med inkubacijo večkrat stresali. 
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o Za analizo vzorcev smo celice, označene s protitelesom resuspendirali v 300 μl 1 x 
PBS, vzorec prenesli iz epruvete v stekleno kiveto in dali na led. Vzorce smo nato 
analizirali s pretočnim citometrom. Najprej smo pomerili negativne kontrole, da 
smo določili mejne vrednosti rdeče fluorescence (Alexa fluor 647) in zelene 
fluorescence (eGF). Nato smo analizirali preostale vzorce monokultur in so-kulture. 
Delež s protitelesom označenih celic U373 in MSC smo določili z izračunom 
dobljenih rezultatov merjenja na podlagi formule (2) in (3). 
 
       
                 
                                      
   … (2) 
U373 + ; so celice z vezanim protitelesom (pozitivne)  
U373 - ; so celice na katere se protitelo ni vezalo (negativne) 
      
               
                                     
   … (3) 
MSC + ; so celice z vezanim protitelesom (pozitivne) 
MSC - ; so celice na katere se protitelo ni vezalo (negativne) 
 
Analizo izražanja proteaz v celicah monokultur in so-kulture smo opravili v treh bioloških 
ponovitvah.  
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Slika 3. Primer analize s pretočnim citometrom. Analiza izražanja CAPN1 v monokulturi MSC ,  U373  in 
v so-kulturi (DC 1-1). Negativna kontrola MSC in U373 . Horizontalna os (FL1-H) predstavlja intenziteto 
rdeče fluorescence, ki je pozitiven signal za raziskovano proteazo, vertikalna os (FL4-H) prikazuje 
intenziteto zelene fluorescence, ki je značilna za celice U373 (eGFP). Odstotke v kvadrantih smo pridobili s 
statistiko točkovnih diagramov s programom CellQuest Pro. 
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Z metodo PCR in s pretočnim citometrom, smo želeli dokazati, da se izražanje proteaz 
kalpaina 1, kalpaina 2, katepsina B, katepsina K in katepsina L (CAPN1, CAPN2, CTSB, 
CTSK, CTSL) na transkirptomskem in proteinskem nivoju v celicah U373 in MSC 
spremeni, kadar oba tipa celic rasteta neposredno skupaj – v direktni so-kulturi. Z metodo 
PCR smo dobili relativne vrednosti mRNA izbrane proteaze v celicah so-kulture in v 
celicah U373 in MSC. Opazimo spremembe v izražanju iskanih proteaz v so-kulturi, 
vendar ne moremo natančno določiti na račun katerih celic, ki so v so-kulturi, pride do 
spremembe v relativnih vrednostih mRNA v primerjavi s celicami v monokulturi. Pretočna 
citometrija pa nam je omogočila primerjavo  izražanja proteaz v celicah MSC in U373, ki 
so rastle v so-kulturi s celicami, ki so rastle v monokulturi. S pomočjo obeh metod smo 
lahko primerjali tudi ali pride do sprememb v izražanju v so-kulturi na transkriptomskem 
ali proteinskem nivoju.  
Z imunocitokemijo smo potrdili vezavo sekundarnih protiteles na primarna protitelesa za 
proteaze CAPN1, CAPN2, CTS B, CTS K, CTS L in pridobili kvalitativen podatek, kje v, 
oziroma na celici, se proteaza nahaja. Tekom gojenja monokultur U373 in MSC in so-
kulture smo spremljali tudi, če so-gojenje MSC in U373 celic vpliva na morfologijo celic. 
S pretočnim citometrom smo preverili tudi, kako različna proliferacijska hitrost celic MSC 
in U373 spremeni razmerje (1-1) nasajenih celic po 72 urah gojenja. 
 
4.1. MORFOLOGIJA CELIC MSC IN U373 V MONOKULTURAH IN SO-
KULTURAH 
Rast celic in morfologijo U373 in MSC v monokulturi in so-kulturi smo dnevno spremljali 
pod invertnim fluorescenčnim mikroskopom. Ker so celice U373 genetsko spremenjene, da 
izražajo protein, ki zeleno fluorescira (ang. green fluorescent protein - eGFP), smo jih tudi 
v so-kulturi zlahka ločili od celic MSC. Tudi sicer sta si oba tipa celic morfološko različna. 
Celice U373 so diferencirane rakave celice, ki so ohranile videz glialnih celic in imajo 
zanje značilno zvezdasto obliko z majhno središčno maso in številnimi krajšimi izrastki. 
Rastejo naključno razporejene po podlagi, na katero se pritrjajo. 
Celice MSC so večje od celic U373, rastejo v monosloju in se pritrjajo na podlago. 
Podobne so fibroblastom in imajo podaljšano telo celice z maloštevilnimi odrastki. Ko se 
gostota njihove rasti v kulturi povečuje, se prično celice usmerjeno orientirati in rasti v 
vzporednih snopih. 
Po dveh dneh rasti v so-kulturi smo že lahko opazili, da celice U373 preraščajo celice 
MSC, saj je teh z vsakim dnem skupne rasti v so-kulturi, kljub prvotni nasaditvi celic v 
razmerju 1-1, več v primerjavi z MSC. 
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Slika 4. Morfologija celic MSC in U373  v monokulturi in so-kulturi. Sprememba v morfologiji celic po 
treh dneh od nasaditve v MSC monokulturi  (A, D, G, J), U373 monokulturi (C, F, I, L) in sokulturi (DC 1-1) 
(B, E, H, K). Vse slike narejene pri 100x povečavi, s svetlobnim in fluorescenčnim mikroskopom . Slike B, 
C, E, F, H, I, K, L  narejene v programu NIS Elements z združitvijo slik, posnetih pod faznim kontrastom in 
slik posnetimi s fluorescentnim filtrom FITC. 
4.2. RAZMERJE CELIC MSC IN U373 V SO-KULTURI  
Tekom gojenja kultur smo opazili različen proliferacijski potencial celic U373 in celic 
MSC. Z uporabo pretočne citometrije smo najprej določili razmerje celic v nastavljeni so-
kulturi (slika 5A) in nato še po 72 urah gojenja (slika 5B). Analizirali smo spremembo 
razmerja med celicami U373 in MSC v so-kulturi in dokazali, da se nastavljeno razmerje 
celic v so-kulturi po 72 urah poruši. Novo razmerje celic ni več 1-1 ampak skoraj 3-1 (73% 
celic U373 in 27% MSC). Razmerje se pomakne v prid rakavih celic U373, kar ni 
presenetljivo, saj iz literature vemo, da imajo hitrejši proliferacijski potencial kot celice 
MSC (Hass in sod., 2011; Malonne in sod., 2000).  
Burjek M. Izražanje genov proteaz v sogojenih mezenhimskih matičnih celicah in glioblastomskih celicah.                                            
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2017             29 
 
  
    
Slika 5. Analiza razmerja celic MSC in U373 v so-kulturi (DC 1-1) s pretočno citometrijo. Razmerje 
celic MSC in U373 v monokulturah in so-kulturi na dan 0 (slika A) in na dan 3 (slika B). 
4.3. IZRAŽANJE PROTEAZ V CELICAH U373 
Z metodo imunocitokemije smo potrdili specifičnost vezave kunčjih primarnih protiteles 
(Materiali in metode, 3.3.2) za izbrane proteaze katepsin B, K, L in kalpain 1, 2. Katepsini 
B, K in L spadajo med lizosomalne proteaze, ki jih najdemo tudi na membrani celice, 
kalpain 1 in 2 pa sta ne-lizosomalni, citosolni proteazi. Zaradi različnega mesta nahajanja v 
celici smo želeli analizirati razporejenost in jakosti izražanja v celicah U373. Uporabljali 
smo oslovsko protikunčje sekundarno protitelo, konjugirano z Alexa Fluor 546, ki sveti 
rdeče, da smo izražanje izbranih proteaz lahko opazovali pod invertnim, fluorescenčnim 
mikroskopom tipa Nikon Eclipse Ti. Slike smo obdelali s programom NIS Elements, v 
katerem smo združili slike, posnete s fluorescntnimi filtri FITC, TRITC in DAPI. 
Kalpain 1 in kalpain 2 se v celicah U373 močno izražata (slika 6B, 6E), njuno izražanje pa 
je omejeno pretežno na področje okrog jedra in citoplazmo (slika 6A, 6D). V celicah U373 
se katepsin B in K močno izražata (slika 6H, 6K). Njuno izražanje opazimo pretežno v 
območju jedra, nahajata pa se tudi v citoplazmi celice in na njeni membrani (slika 6G, 6J). 
Katepsin B  se izraža tako enakomerno vzdolž celotne membrane celice, kot tudi fokalno v 
izrastkih (slika 6G, 6H). Izražanje katepsina K opazimo le v najbolj distalnem delu 
izrastkov celice (slika 6J, 6K). Izražanje katepsina L je v celicah U373 zelo šibko in 
omejeno na področje citoplazme (slika 6M, 6N). 
Negativna kontrola nam služi kot dokaz specifičnosti vezave oslovskega protikunčjega 
sekundarnega protitelesa, na kunčje primarno protitelo, specifično za proteaze katepsin B, 
K, L, kalpain 1, 2 . Pri negativni kontroli, kjer smo uporabili enako sekundarno protitelo, 
konjugirano z Alexa Fluor 546, a drugo primarno protitelo - kunčjo monoklonsko IgG1K 
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Slika 6. Izražanje in mesto nahajanja kalpaina 1, 2 in katepsina B, K, L v celicah U373 z 
imunocitokemijo . Slike C, F, I, L, O, S prikazujejo U373 celice. Na slikah B, E, H, K, N, R so rdeče vidne 
proteaze, označene z Alexa Fluor 546 sekundarnim protitelesom. Slike A, D, G, J, M, P prikazujejo lokacijo 
proteaz v celici. Modro so označena jedra celic z barvilom DAPI.  Na sliki A in D vidimo pretežno objedrno 
nahajanje kalpaina 1 in 2. Katepsin B (slika G)  in K (slika J) se nahajata v citoplazmi celice, predvsem pa na 
distalnem delu izrastkov membrane celic. Katepsin L kaže šibko izražanje v celicah U373. Slike P, R in S so 
primer negativne kontrole. Slike so nastale v programu NIS Elements. 
4.4. IZRAŽANJE PROTEAZ V CELICAH U373 IN MSC V MONOKULTURI IN 
SO-KULTURI NA TRANSKRIPTOMSKEM IN PROTEINSKEM NIVOJU 
Celice U373 in MSC smo nasadili kot monokulturo in so-kulturo. Po 72-ih urah gojenja 
smo celice kultur analizirali z dvema metodama. Z RT-PCR smo določili izražanje proteaz 
kot relativno vrednost mRNA molekul v celicah kulture, s pretočno citometrijo pa 
izražanje proteaz v celicah U373 in MSC vseh treh kultur. Celice U373 so genetsko 
spremenjene in izražajo fluorescenčni protein, ki sveti zeleno, zaradi česar smo jih v 
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direktni so-kulturi lahko ločili od neobarvanih MSC. Pri analizi rezultatov z RT-PCR 
metodo smo lahko primerjali vsebnost mRNA raziskovanih proteaz med monokulturama 
celic U373 in MSC in so-kulturo. Vrednosti mRNA so-kulture so seštevek mRNA molekul 
v celicah U373 in MSC, ne vemo pa posameznih vrednosti mRNA za vsak tip celic v so-
kulturi posebej. Zato ne moremo zaključiti ali je prišlo do sprememb v izražanju mRNA 
izbranih proteaz v so-kulturi in kakšne te spremembe so.   
4.4.1. Izražanje kalpaina 1 
Kalpain 1 je proteaza, pri kateri smo ugotovili najnižje relativne vrednosti mRNA CAPN1, 
tako v celicah U373 in MSC, kot tudi v celicah so-kulture, v primerjavi z ostalimi 
raziskovanimi proteazami. Relativna vsebnost mRNA CAPN 1 je približno enaka v celicah 
U373 in MSC ter se v celicah so-kulture ne razlikuje od vsebnosti mRNA CAPN1 v 
monokulturah (slika 7). 
 
Slika 7. Analiza vsebnosti mRNA CAPN1 v monokulturah U373 in MSC ter v so-kulturi (DC 1-1) s 
PCR v realnem času. Prikaz vsebnosti mRNA CAPN1 v monokulturah in so-kulturi celic U373 in MSC. 
Vrednosti predstavljajo povprečje ± SD (n = 3). 
Rezultati pretočne citometrije kažejo statistično značilno razliko v izražanju proteina 
kalpaina 1 med celicami U373 in MSC. Celice U373 izražajo za skoraj tretjino manj 
kalpaina 1 kot celice MSC (slika 8A). Izražanje kalpaina 1 v celicah U373 v so-kulturi je 
74,97 %, in je statistično značilno višje, kot v celicah U373 v monokulturi, kjer je delež 
izražanje kalpaina 1 45,70 % (slika 8B). Nasprotno pa celice MSC v so-kulturi izražajo 
statistično značilno manj kalpaina 1 (približno polovico manj) kot celice MSC, ki so rastle 
v  monokulturi. MSC v so-kulturi izražajo 28,06 % kalpaina 1, MSC v monokulturi pa 
65,19 % (slika 8C). 
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Slika 8. Analiza izražanja  kalpaina 1 v celicah U373 in MSC ter v sokulturi (DC 1-1) s pretočno 
citometrijo. Primerjava izražanje kalpaina 1 v  celicah U373 in MSC (A). Primerjava izražanje kalpaina 1 v 
monokulturi celic U373 in U373, ki so bile v so-kulturi z MSC (B). Primerjava izražanja kalpaina 1 v celicah 
MSC v monokulturi s celicami MSC v so-kulturi z U373 (C). Vrednosti predstavljajo povprečje ± SD (n = 
3). (*p < 0,05) 
4.4.2. Izražanje kalpaina 2 
Kalpain 2 je proteaza, ki se na proteinski ravni (slika 10), v primerjavi z drugimi 
raziskovanimi proteazami, najmanj izraža v celicah U373 in MSC, medtem ko ima najnižje 
izražanje na transkriptomski ravni v celicah MSC in U373 proteaza kalpain 1 (slika 7).  
Pri primerjavi vsebnosti mRNA CAPN2 med celicami U373, MSC in celicami so-kulture 
nismo opazili statistično značilnih razlik (slika 9).  
 
Slika 9. Analiza vsebnosti mRNA CAPN2 v monokulturah U373 in MSC ter v sokulturi (DC 1-1) s 
PCR v realnem času. Prikaz vsebnosti mRNA CAPN2 v monokulturah in so-kulturi celic U373 in MSC. 
Vrednosti predstavljajo povprečje ± SD (n = 3). 
Pri analizi izražanja proteina kalpain 2 s pretočno citometrijo smo opazili nakazano višje 
izražanje kalpaina 2 v celicah MSC, od izražanja kalpaina 2 v celicah U373, ki pa ni 
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statistično značilno (slika 10A). Pri primerjavi izražanja kalpaina 2 med celicami U373 v 
monokulturi, kjer je izražanje kalpaina 2 20,51% in celicami U373 v so-kulturi, kjer je 
izražanje kalpaina 2 24,15 %, nismo opazili statistično značilnih sprememb (slika 10B). 
Prav tako nismo opazili statistično značilnih sprememb v izražanju kalpaina 2 pri 
primerjavi celic MSC v monokulturi (26,64 %), s celicami MSC, ki so rasle v so-kulturi 
(18,84 %) (slika 10C). 
     
Slika 10. Analiza izražanja  kalpaina 2 v celicah U373 in MSC ter v so-kulturi (DC 1-1) s pretočno 
citometrijo. Primerjava izražanje kalpaina 2 v  celicah U373 in MSC (A). Primerjava izražanje kalpaina 2 v 
monokulturi celic U373 in U373, ki so bile v so-kulturi z MSC (B). Primerjava izražanja kalpaina 2 v celicah 
MSC v monokulturi s celicami MSC v so-kulturi z U373 (C). Vrednosti predstavljajo povprečje ± SD (n = 
3).  
4.4.3. Izražanje KATEPSINA B 
Celice U373 izražajo statistično značilno manj (skoraj polovico) manj mRNA CTSB, kot 
celice MSC. Vsebnost mRNA CTSB je v celicah so-kulture drugačna od vsebnosti mRNA 
CTSB v monokulturah celic MSC in U373. Vrednost mRNA CTSB je v celicah so-kulture 
statistično značilno  večja, kot v celicah U373 oz. statistično značilno nižja kot v celicah 
MSC (slika 11). 
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Slika 11. Analiza vsebnosti mRNA CTSB v monokulturah U373 in MSC ter v so-kulturi (DC 1-1) s 
PCR v realnem času. Prikaz vsebnosti mRNA CTSB v monokulturah in so-kulturi celic U373 in MSC. 
Vrednosti predstavljajo povprečje ± SD (n = 3). (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001) 
Od raziskovanih proteaz kalpaina 1, kalpaina 2, katepsina B, katepsina K in katepsina L se 
v celicah MSC najbolj izraža katepsin B. Rezultati kažejo, da se protein katepsin B v 
celicah U373 in v celicah MSC statistično značilno različno izraža. Izražanje katepsina B  
je v celicah MSC skoraj enkrat višje od izražanja katepsina B v celicah U373 (slika 12A). 
Katepsin B se v celicah U373, ki so rastle v so-kulturi (53,74 %), v primerjavi z celicami 
U373, ki so rastle v monokulturi (45,12 %), statistično značilno bolj izraža (slika 12B). 
Izražanje katepsina B v celicah MSC v monokulturi je 84,31 % in je več kot 1 krat višje od 
izražanja katepsina B v celicah MSC, ki so rastle v so-kulturi, kjer je izražanje katepsina B 
41,79 % (slika 12C). 
 
    
Slika 12. Analiza izražanja  katepsina B v celicah U373 in MSC ter v so-kulturi (DC 1-1) s pretočno 
citometrijo. Primerjava izražanje katepsina B v celicah U373 in MSC (A). Primerjava izražanje katepsina B 
v monokulturi celic U373 in U373, ki so bile v so-kulturi z MSC (B). Primerjava izražanja katepsina B v 
celicah MSC v monokulturi s celicami MSC v so-kulturi z U373 (C). Vrednosti predstavljajo povprečje ± SD 
(n = 3). (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001) 
4.4.4. Izražanje katepsina K 
Največjo razliko v izražanju proteaze med celicami U373 in MSC na genetskem nivoju 
smo opazili pri CTSK. Relativna vsebnost mRNA CTSK v MSC je statistično značilno 
višja, kot vsebnost mRNA CTSK v celicah U373. Vsebnost mRNA CTSK v celicah so-
kulture je statistično značilno približno polovico nižja od vsebnosti mRNA CTSK v MSC. 
Vsebnost mRNA CTSK v celicah so-kulture ni statistično značilno različna od vsebnosti 
mRNA CTSK v celicah U373 (slika 13). 
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Slika 13. Analiza vsebnosti mRNA CTSK v monokulturah U373 in MSC ter v so-kulturi (DC 1-1) s 
PCR v realnem času. Prikaz vsebnosti mRNA CTSK v monokulturah in so-kulturi celic U373 in MSC. 
Vrednosti predstavljajo povprečje ± SD (n = 3). (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001) 
Rezultati izražanja proteina katepsina K pri pretočni citometriji sicer nakazujejo na višje 
izražanje katepsina K v celicah MSC, v primerjavi z izražanjem v celicah U373, vendar 
zaradi velike razpršenosti rezultatov izražanje ni statistično različno (slika 14A). 
Izražanje katepsina K v celicah U373 v so-kulturi (53,57 %) ni spremenjeno v primerjavi s 
celicami U373, ki so rastle v monokulturi (43,59 %) (slika 14B). Tudi izražanje katepsina 
K v celicah MSC v so-kulturi (48,33 %) ni spremenjeno v primerjavi s celicami MSC v  
monokulturi (58,91 %) (slika 14C). 
     
Slika 14. Analiza izražanja  katepsina K v celicah U373 in MSC ter v so-kulturi (DC 1-1) s pretočno 
citometrijo. Primerjava izražanje katepsina K v  celicah U373 in MSC (A). Primerjava izražanje katepsina K 
v monokulturi celic U373 in U373, ki so bile v so-kulturi z MSC (B). Primerjava izražanja katepsina K v 
celicah MSC v monokulturi s celicami MSC v so-kulturi z U373 (C). Vrednosti predstavljajo povprečje ± SD 
(n = 3).  
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4.4.5. Izražanje katepsina L 
Celice U373 vsebujejo statistično značilno (skoraj za polovico) manj mRNA CTSL, kot 
MSC. Vsebnost mRNA CTSL v celicah so-kulture je statistično značilno višje kot 
vsebnost mRNA CTSL v celicah U373. Vsebnost mRNA CTSL med celicami so-kulture 
in MSC ni različna (slika 15).  
 
Slika 15. Analiza vsebnosti mRNA CTSL v monokulturah U373 in MSC ter v so-kulturi (DC 1-1) s 
PCR v realnem času. Prikaz vsebnosti mRNA CTSL v monokulturah in so-kulturi celic U373 in MSC. 
Vrednosti predstavljajo povprečje ± SD (n = 3). (*p < 0,05) 
Izražanje proteina katepsina L v celicah U373 je 36,50 %, v celicah MSC pa 40,04 % in ni 
statistično značilno različno (slika 16A). Izražanje katepsina L v celicah U373 (35,32 %) in 
MSC (43,44 %), ki so rasle v so-kulturi, od celic U373 in MSC, ki so rastle v 
monokulturah, ni spremenjeno (slika 16B, 16C). 
          
Slika 16. Analiza izražanja  katepsina L v celicah U373 in MSC ter v so-kulturi (DC 1-1) s pretočno 
citometrijo. Primerjava izražanje katepsina L v  celicah U373 in MSC (A). Primerjava izražanje katepsina L 
v monokulturi celic U373 in U373, ki so bile v so-kulturi z MSC (B). Primerjava izražanja katepsina L v 
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celicah MSC v monokulturi s celicami MSC v so-kulturi z U373 (C). Vrednosti predstavljajo povprečje ± SD 
(n = 3). 
5. RAZPRAVA 
Glioblastom multiforme (GBM) je najbolj maligni rak centralnega živčevja, za katerega je 
značilna invazija posameznih celic glioblastoma v okoliško zdravo možganovino (Oghaki 
in Kleihues, 2013). Mezenhimske matične celice, izolirane iz kostnega mozga (MSC), se 
gibljejo k tumorjem (Motaln in sod., 2012; Nakamizo in sod., 2005; Nakamura in sod., 
2004) in tako postanejo del mikrookolja GBM, kjer s celicami GBM tvorijo strukturni in 
funkcionalni sincicij, ki vpliva na migracijo in proliferacijo obeh vrst celic (Schichor in 
sod., 2012). Zaradi opisanih lastnosti (Dominici in sod., 2006; D'souza in sod., 2012) so  
MSC primerne tudi kot celični nosilci (vektorji) proti-rakavih učinkovin v morebitnem 
celičnem zdravljenju tumorjev (Rožman in sod., 2005; Uchibori in sod., 2009; Li in sod., 
2011; Stuckey in sod., 2015). Številne raziskave in vitro ter in vivo so potrdile, da 
neposredno (Schichor in sod., 2012; Pillat in sod., 2015; Breznik in sod., 2017) ali 
posredno (Motaln in sod., 2012; Ho in sod., 2013; Kološa in sod., 2015) so-gojenje celic 
GBM in MSC vpliva na proliferacijo in invazijo obeh vrst celic. Proliferacija MSC celic ob 
direktnem in indirektnem so-gojenju s celicami GBM, ni opazno spremenjena. Nasprotno 
pa se proliferacijski potencial celic GBM v neposredni in posredni so-kulturi z MSC, kakor 
tudi tretiranju matičnih celic GBM s kondicioniranim MSC medijem (Kološa in sod., 
2015), opazno zniža. (Motaln in sod., 2012; Schichor in sod., 2012). Invazija celic MSC v 
posrednem, parakrinem stiku z GBM celicami se in vitro močno poveča, podobno kot tudi 
invazija celic MSC, ki so rastle v direktni so-kulturi s celicami GBM, kar je odvisno tudi 
od vrste GBM celic (Motaln in sod., 2012). Obratno se invazijski potencial celic GBM v 
posredni so-kulturi s celicami MSC zniža, pri čemer ima večji vpliv na invazijo 
kondicioniran medij kot posredno so-gojenje. V neposrednih kulturah pa so Schichor in 
sod. (2012) dokazali, da je invazija celic GBM U373 in MSC iz mešanega sferoida višja od 
invazije U373 iz monosferoida, kar pa ne velja za U87/MSC sferoid (Breznik in sod., 
2017). Vse to kaže na intenzivno medsebojno komunikacijo (angl. »cross-talk«) obeh vrst 
celic, GBM in MSC, ki vpliva na njune fenotipske lastnosti.  
 
Cisteinske proteaze tvorijo raznoliko skupino lizosomalnih in citosolnih proteolitičnih 
encimov, ki imajo pomembno vlogo pri fizioloških procesih patoloških stanj, med katerimi 
je tudi rak. Izražanje cisteinskih proteaz, lokacija, oziroma izločanje in aktivacija, se v 
rakavih celicah bistveno spremeni v primerjavi z zdravim tkivom (Mohamed in Sloane, 
2006). Ker so cisteinske proteaze pomembne pri invaziji celic GBM (Binder in Berger, 
2002) in ker so-gojenje celic GBM in MSC vpliva na invazijo vpletenih celic, nas je 
zanimalo, kako se spremeni izražanje proteaz v direktnih so-kulturah omenjenih dveh vrst 
celic.  
Namen magistrske naloge je bil tako ovrednotiti, kako neposedna interakcija med MSC in 
celicami GBM U373 v so-kulturi vpliva na izražanje izbranih cisteinskih proteaz: kalpaina 
1, kalpaina 2, katepsina B, katepsina K ter katepsina L. Analizirali smo izražanje proteaz v 
celicah U373, MSC in v njihovi so-kulturi, ter spremembe ovrednotili na nivoju 
transkripcije (mRNA) in na proteinskem nivoju glede na izražanje v mono- in so-kulturah. 
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5.1. MORFOLOGIJA IN RAZMERJE CELIC V SO-KULTURI  
Celice U373 in MSC smo gojili v direktni so-kulturi 72 ur, ko so te celice že uspele 
vzpostaviti obojestransko komunikacijo in smo že lahko zaznali posledice njihovih 
interakcij v spremenjenem izražanju genov in sintezi proteinov. Znano je, da je 
proliferacijski potencial celic U373 večji od MSC (Malonne in sod., 2000; Mennan in sod., 
2016), zato nas je najprej zanimalo, kakšno je razmerje celic U373  in MSC, nasajenih v 
so-kulturi v razmerju 1-1 po treh dneh rasti. Kako so-gojenje celic U373 in MSC vpliva na 
morfologijo obeh vrst  celic, smo preverili s slikanjem celic v monokulturi in so-kulturi.  
 
Rezultati analize morfologije celic U373 in MSC so pokazali, da se MSC, ki so vretenaste 
oblike in večje od celic U373, ob povečani gostoti  orientirajo vzporedno v snope in 
postanejo podobni fibroblastom. Celice U373 pa so manjše, astrocitom podobne celice, s 
krajšimi, a številčnejšimi odrastki, kot jih imajo MSC. Celice U373 v so-kulturi ne tvorijo 
skupkov in rastejo naključno razporejene. Dokazali smo tudi, da imajo MSC nižji delitveni 
potencial kot celice U373, ki pa v so-kulturi prevladujejo in preraščajo MSC. Slednje smo 
potrdili tudi s pretočno citometrijo in dokazali, da je 72 ur po nasaditvi celic U373 in MSC 
v razmerju 1:1,  v so-kulturi celic U373 trikrat več kot MSC. 
 
5.2. LOKALIZACIJA IZBRANIH PROTEAZ V CELICAH GBM 
Z uporabo specifičnih primarnih protiteles za kalpain 1, kalpain 2, katepsine B, K, in L, 
smo s pretočnim citometrom želeli izmeriti spremembo v izražanju teh izbranih proteaz v 
celicah. Zato smo v nadaljevanju dela z imunocitokemijsko analizo dokazali prisotnost teh 
v celicah U373. Rezultati kažejo pogosto in močno izražanje kalpainov 1 in 2 ter 
katepsinov B in katepsina K,  a šibkejše izražanje katepsina L. Rezultati se ujemajo z 
literaturo, ki navaja, da se omenjene proteaze zvišane v tkivu in celicah GBM (Demchik in 
sod., 1999; Levičar in sod., 2003a; Rao in sod., 2003; Gole in sod., 2009; Gole in sod., 
2012) Povečano izražanje kalpainov  (Moretti in sod., 2014) in katepsinov (Strojnik in 
sod., 2000; Strojnik in sod.,. 2006) v tumorskih celicah sovpada z naraščajočo 
agresivnostjo gliomov oziroma GBM. 
Opazili smo, da se katepsini B, K in L v celicah U373 izražjo v lizosomih perinuklearno, 
lahko tudi v jedru, a za potrditev nukleane lokalizacije bi potrebovali dodatna, bolj 
občutljiva slikanja dvojnega obarvanja katepsinov in jedrnih in/oz. lizosomalnih proteinov, 
kot je na primer LAMP2+ (lizosomalni membranski protein 2). Dokazali smo, da se 
katepsina B in K ne nahajata le znotraj celice, temveč tudi ob njeni membrani. Katepsin B 
se močno izraža vzdolž celotne membrane celice, katepsin K pa bolj točkovno, na distalnih 
delih izrastkov celic, ki se širijo v okolje, iz česar bi lahko posredno sklepali, da imata 
katepsina B in K različno vlogo pri invaziji tumorskih celic. Katepsina L na membrani 
celic U373 nismo zasledili, reaktivost katepsina L je bila šibkejša od preostalih analiziranih 
protaz. Citosolno barvanje je sicer prekrivalo jedra, a to ne potrjuje njegove nuklearne 
lokacije.  
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5.3. VPLIV SOGOJENJA CELIC GBM IN MSC NA IZRAŽANJE IZBRANIH 
PROTEAZ V CELICAH GBM 
Ker je znano,  da je izražanje genov v rakavih celicah spremenjeno v primerjavi z zdravimi 
celicami, smo v hipotezi predpostavljali, da bodo razlike v izražanju izbranih proteaz tudi 
med celicami GBM in MSC. Na podlagi dejstva, da je nastanek mRNA gena predpogoj za 
nastanek proteina smo sklepali, da bodo rezultati izražanja proteaz na proteinski ravni 
potrdili rezultate transkriptomske ravni.  
 
Na transkriptomski ravni smo dokazali statistično značilno višje izražanje katepsinov B, K 
in L v MSC kot v celicah U373, na proteinski ravni pa statistično značilno višje izražanje 
kapaina 1 in katepsina B v MSC kot v celicah U373. Največje razlike pri izražanju med 
celicami U373 in MSC so pri izražanju katepsina B na proteinski (približno 1x višje 
izražanje MSC) in katepsina K na transkriptomski ravni (približno 1,5x višje izražanje v 
MSC). Rezultati so v skladu z našimi pričakovanji. MSC, ki iz kostnega mozga potujejo na 
mesto vnetja in s tem tudi do GBM, na svoji poti naletijo na številne ovire, kot je 
zunajcelični matriks (Nakamura in sod., 2004). Za cepitev slednjega in učinkovito 
migracijo MSC potrebujejo proteaze, ki olajšajo migracijo in ki cepijo proteine 
zunajceličnega matriksa. Citokini in kemokini, ki se izločajo iz tumorskega mikrookolja, 
pa še dodatno povečajo izražanje in izločanje proteaz iz MSC (Ponte in sod., 2007).  
 
5.3.1. Kalpaini 
Kalpaini so citosolne proteaze aktivne pri nevtralnem pH. Igrajo ključno vlogo pri 
regulaciji celičnih procesov, kot so celični cikel, preoblikovanje membrane, apoptoza in 
migracija celic. Kalpain 1 in 2 se v gliomskih celicah povišano izražata (Storr in sod 2011). 
V proteolitični kaskadi lahko aktivirata druge proteaze, na primer MMP-1, MMP-2 in uPA, 
ki cepijo proteine zunajceličnega matriksa, povzročata reorganizacijo citoskeleta celice in 
adhezijskih stikov (Storr in sod., 2011; Glading in sod., 2002), ter gubanje celične 
membrane (Zheng in sod., 2014; Jiang in sod., 2012).  
V tem delu smo dokazali, da se kalpain 1 močno izraža v  celicah GBM U373 in kot prvi 
pokazali, da sogojenje celic GBM z MSC v celicah U373 poviša izražanje kalpaina 1 
(74,97 %) v primerjavi s celicami U373 v monokulturi (45,7%). Vpliv sogojenja na 
transkriptomskem nivoju v celicah U373 nismo opazili.  Ker  so te celice v direktni 
sokulturi  tudi bolj invazivne (Breznik in sod., s. a; Schichor in sod., 2012), sklepamo, da 
kalpain 1 posreduje invazijo celic U373. Zaviranje kalpaina 1 namreč povzroči 
stabilizacijo celice in upad njene gibljivosti (Lebart in Benyamin, 2006). Kalpain 2 se v 
celicah U373 približno dvakrat šibkeje izraža od kalpaina 1, njegovo izražanje pa se v so-
kulturi ne spremeni bistveno. Podobno se tudi na transkriptomskem nivoju vsebnosti 
CAPN2 (mRNA) v so-kulturi ne spremeni glede na monokulturo celic U373. Jang in sod. 
(2010) so pokazali,  da izbitje gena CAPN2 zniža invazivnost celic GBM in vitro in in 
vivo. Kalpaina 1 in 2 smo zasledili ob celotni celični površini celic U373, kakor bi glede na 
literaturne podatke tudi pričakovali (Storr in sod., 2011). Naši rezultati tudi podpirajo 
hipotezo o vpletenosti Ca
++
, ki stimulira aktivnost kalpainov v invaziji gliomskih celic 
(Pillat in sod., 2015; Seifert in sod., 2015).  
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Katepsini so lizosomalne proteaze, ki se v tumorskih celicah lahko translocirajo na 
membrano celice ali se izločijo (Estrella in sod., 2012), zato so jih sprva preiskovali skoraj 
izključno kot posredovalce invazije tumorskih celic (Mohamed in Sloane, 2006). Danes 
vemo, da igrajo vlogo v več procesih napredovanja raka, podobno kot druge proteaze. Še 
več, nekateri katepsini /proteaze podpirajo, drugi te procese zavirajo.  
 
Katepsin B je zaradi sposobnosti neposredne razgradnje zunajceličnega matriksa (Lah in 
sod., 1998), aktivacijo angiogenih dejavnikov, interakcijo z integrini in uPAR ter ne 
nazadnje zaradi aktivacije proteolitične kaskade MMP in uPA proteinaz, kot so v GBM 
dokazali Lakka in sod. (2004) ter kasneje Colllin in sod. (2006) in Rao in sod. (2013) zelo 
pomemben proteolizni encim, ki posredue agresivno invazijo GBM in drugih tumorjev 
(Lah in sod. 2006). V tem delu smo prikazali, da se v celicah U373 v so-kulturi z MSC, 
katepsin B še bolj intenzivno izraža v primerjavi z monokulturo celic U373 tako na 
proteinskem, kot tudi na  transkriptomskem nivoju. Povečana invazivnost celic U373 v so-
kulturi z MSC (Schichor in sod., 2012) tako sovpada s povečanim izražanjem katepsina B. 
V nasproju s tem pa so Ho in sod. (2013) izmerili manj katepsina B v tumorjih iz mešanice 
celic GBM in MSC. Menimo, da je  vzrok omenjenega neskladnja druga vrsta celic GBM. 
Breznik in sod. (s.a), so pokazali, da je odziv celic GBM na MSC in verjetno tudi na druge 
vrste stromalnih celic, lahko zelo različen. Študije Lakka in sod. (2004) in Goleta in sod. 
(2012), kažejo tudi na to, da zaviranje katepsina B učinkovito znižuje invazivnost celic 
GBM in vitro. 
  
Tudi katepsin K se v primerjavi normalnim možganskim tkivom in astrociti povišano 
izraža v GBM tkivih in celicah, na transkriptomskem in proteinskem nivoju (Verbovšek in 
sod., 2014). Poleg vloge pri invaziji, je skupina Tamare Lah in Cornelisa van Noordena 
dokazala, da se katepsina K v tkivu GBM nahaja tudi v nišah GBM matičnih celic (GSC), 
ob ateriolah (Hira in sod., 2015-2017). Dokazali so, da katepsin K tam lahko regulira 
kemotaktične faktorje in s tem lahko sprošča GSC iz niš. Poleg razgradnje proteinov 
zunajceličnega matriksa je katepsin K torej udležen tudi v procesiranju rastnih 
faktorjev/citokinov ob endotelijskih celicah arteriol in razgrajuje citokin SDF-1. Naši 
rezultati kažejo primerljive vsebnosti katepsina K s katepsinoma B in L, njegovo izražanje 
pa se v celicah U373 v so-kulturi ne spremeni bistveno v primerjavi s celicami U373 v 
monokulturi. Prav tako nismo potrdili spremembe v vrednosti CTSK v so-kulturi, v 
primerjavi z monokulturo celic U373 na transkriptomskem nivoju.  
 
Katepsin L je lizosomalna proteaza, pomembna za recikliranje proteinov, regulacijo 
celičnega cikla in nastanek antigenov imunskega sistema (Lankelma in sod., 2010). V 
rakavem tkivu se katepsin L povišano izraža in sodeluje pri procesih napredovanja 
tumorjev, predvsem pri apoptozi, rezistenci na terapijo in metastaziranju (Lankelma in 
sod., 2010). Katepsin L se povišano izraža tudi v GBM, kjer pa v nasprotju s katepsinom B 
ne napoveduje slabše prognoze (Strojnik in sod., 2005). Tudi  rezultati tega dela kažejo, da 
se katepsin L izraža v celicah U373, CTSL mRNA se v so-kulturi celo za tretjino zviša, a 
tega nismo potrdili na proteinskem nivoju. Sklepamo lahko, da je povečan nivo mRNA 
katepsina L v so-kulturi posledica večjega izražanja katepsina L v MSC in ne spremembe 
izražanja v posameznem celičnem tipu v so-kulturi, saj smo v MSC tudi zaznali več 
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proteina katepsina L . Vemo, da katepsin L pomembno vpliva na razvoj raka s svojo 
znotraj-jedrno lokalizacijo, kjer povzroča rezistenco tumorskih celic na apoptozo z  
zaviranjem  proapoptotskih dejavnikov (kaspaze-3) in sočasno stimulira izražanje in 
aktivnost  antiapoptotskih dejavnikov (Bcl-2) (Kenig in sod., 2011).  
5.4. VPLIV SOGOJENJA CELIC GBM IN MSC NA IZRAŽANJE IZBRANIH 
PROTEAZ V CELICAH MSC 
Tudi MSC so vir proteaz - izražajo jih pod vplivom citokinov, kemokinov in rastnih 
faktorjev, ki jih izločajo celice  tumorskega mikrookolja in omogočajo migracijo MSC na 
mesto tumorja (De Souza in sod., 2012). Tudi naši rezultati kažejo, da so MSC bogat vir 
cisteinskih proteaz, saj je njihovo izražanje tako na transkriptomski kot tudi na proteinski 
ravni višje v MSC kot v celicah U373. S pretočno citometrijo smo dokazali tudi, da se 
izražanje kalpaina 1  in katepsina B na proteinskem nivoju v MSC v so-kulturah statistično 
značilno zmanjša, v primerjavi z izražanjem v monokulturi MSC. Statistično značilno nižje 
vsebnosti CTSK v direktni so-kulturi, v primerjavi z monokulturo MSC, pa smo dokazali 
na transkriptomskem nivoju. Pri analizi izražanja kalpaina 2 in katepsina L v MSC so-
kulture sprememb v izražanju, v primerjavi z MSC monokulturo, nismo opazili. Motaln in 
sod. (2012) so dokazali, da se invazija matičnih celic, ki so v indirektnem stiku s celicami 
GBM  in vitro močno poveča. Do enakih rezultatov pa so prišli Schichor in sod. (2012), ki 
dokažejo povišano migracijo MSC, kadar so le-te v direktni so-kulturi s celicami GBM. 
Sklepamo lahko, da kalpain 1 in 2 ter katepsini B, K in L morda niso ključni za invazijo 
MSC oz. so MSC zavzele ameboiden tip celične migracije, ki je neodvisen od izražanja in 
aktivnosti proteaz. Lahko je vzrok zmanjšanega izražanja proteaz v so-kulturi gojenje celic 
na plastiki in ne na kakšnem od zunajceličnih matriksov, ki bi povečevali aktivnost ter 
izražanje teh proteaz. 
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V magistrski nalogi smo ovrednotili spremembe v izražanju proteaz kalpaina 1, kalpaina 2, 
in katepsinov B, K in L v celicah GBM U373 v direktni so-kulturi z MSC. Znano je 
namreč, da MSC povečajo invazijo celic U373 in enako celice U373 vplivajo pozitivno na 
invazijo MSC. V tem procesu igrajo določeno vlogo tudi proteaze, zato nas je zanimalo, 
kako se njihovo izražanje spreminja v obeh vrstah celic kot posledica medsebojnih 
interakcij. Na podlagi  predstavljenih  rezultatov lahko sklepamo: 
 
 Vse izbrane proteaze se izražajo v celicah GBM U373, a se izražajo tudi in še bolj 
v MSC, tako na transkriptomskem, kot na proteinskem nivoju.  
 MSC so torej pomemben vir proteaz v tumorskem mikrooklju.  
 Katepsin B in katepsin K se v celicah U373 nahajata tudi na/ob celični membrani, 
kjer zasledimo tudi oba kalpaina, medtem ko se katepsin L izraža v notranjosti 
celic.   
 So-gojenje celic U373 in MSC znatno poveča izražanje kalpaina 1 in katepsina B v 
celicah U373, na ostale proteaze, katerih izražanje smo v nalogi merili, pa so-
gojenje nima vpliva. Zato menino, da sta ti dve proteazi pomembna mediatorja 
invazivnosti v GBM U373 celicah. Verjetno pa tudi v tumorskem mikrookolju, kjer 
k invaziji nedvomno prispevajo tudi stromalne celice s svojimi proteazami. 
 Sogojenje celic U373 in MSC je v celicah MSC povzročilo zmanjšano izražanje 
večine proteaz, tudi kalpaina 1 in katepsina B, kar je presenetljivo, saj so po 
sogojenju s celicami GBM te celice bolj invazivne, kot je že opisano v literaturi. 
Zato sklepamo, da gre pri teh celicah  morda za prehod v ameboidno vrsto 
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